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dS Sustituciones sinónimas 
ELISA
Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas de captura de antígeno, del inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay
ESS Población efectiva, del inglés Effective Sample Size
Fc Receptor de inmunoglobulinas
FEL Del inglés Fixed Effects Likelihood
G Distribución gamma
HNRG Hospital de Niños Dr. Ricardo Gutiérrez
HPD Intervalos de credibilidad 95%, del inglés Highest Probability Densities
HT1 Del inglés Hibridization Buffer
I Sitios invariantes
IFN Interferón
LNA1 Del inglés Library Normalization Additives 1
LNB1 Del ingles Library Normalization Beads 1
LNW1 Del inglésLibrary Normalization Wash 1
log copias/mL Logaritmo del número de copias obtenidas estandarizadas por mililitro de plasma
MCCT Árbol de máxima credibilidad de los clados, del inglés Most clade credibility tree
MCMC Cadenas de Markov de Monte Carlo
MEM Del inglés Minimum Essential Medium
MEME Del inglés Mixed Effects Model of Evolution
MOI Multiplicidad de infección
NaOH Hidróxido de Sodio
NEA Noreste Argentino
NGS Secuenciación de nueva generación, del inglés Next-Generation Sequencing
NOA Noroeste Argentino
NPM Del inglés Nextera PCR Master mix
NT Del inglés Neutralize Tagment Buffer
OMS Organización Mundial de la Salud
OPS Organización Panamericana de la Salud
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 
Proteína C Proteína de la cápside
Proteína E Proteína de envoltura
Proteína M Proteína de membrana
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Proteína NS1 Proteína viral no estructural 1
Proteína NS2A Proteína viral no estructural 2A
Proteína NS2B Proteína viral no estructural 2B
Proteína NS3 Proteína viral no estructural 3
Proteína NS4A Proteína viral no estructural 4A
Proteína NS4B Proteína viral no estructural 4B
Proteína NS5 Proteína viral no estructural 5
Proteína prM Proteína precursora de membrana
Q>30 Valores de calidad mayores a 30
qRT-PCR Transcripción reversa seguida de PCR en tiempo real
REL Del inglés Random Effects Likelihood
Rp Relación de positividad
RSV Del inglés Resuspension Buffer
RT-PCR Transcripción reversa seguida de PCR
SBS Secuenciación por síntesis
SFB Suero fetal bobino
SLAC Del inglés Single Likelihood Ancestor Counting
SP Probabilidad de país, del inglés State Probability 
SISPA Del inglés Sequence-Independent Single Primer Amplification
SNVS Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud
SPREAD Del inglés Spatial Phylogenetic Reconstruction of Evolutionary Dynamics
TD Del inglés Tagment DNA Buffer
TIM Del inglés Transitional Model
UFP Unidad formadora de placa
UTRs Extremos no traducibles, del ingles Untranslated Regions
ω Relación global dN/dS en el total del alineamiento
Beads
Perlas magnéticas utilizadas durante el proceso de PCR clean up  y 
normalización de Nextera
Bootstrap Resampleo
Clusters Agrupamiento de secuencias
Index
Secuencias específicas que se agregan a los fragmentos que serán 
secuenciados por NGS y permiten identificar cada muestra
Split frequencies Desvío estándar de las frecuencias de los clados
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RESUMEN  
El dengue es un problema para la salud pública, siendo la enfermedad más 
importante transmitida por artrópodos. El virus del dengue (DENV) se clasifica en 
cuatro serotipos (DENV 1-4) que presentan variantes genotípicas. La transmisión del 
virus se produce principalmente por mosquitos de la especie Aedes aegypti. Hacia 
1970, se había logrado la completa eliminación del vector en la mayoría del continente 
americano gracias a campañas implementadas por la OPS. Sin embargo, el deterioro de 
las mismas a lo largo del tiempo permitió la progresiva recolonización del mosquito y 
posterior reemergencia del dengue. Como consecuencia, en las últimas décadas se ha 
observado un aumento significativo en la incidencia del virus en el continente. 
En Argentina el dengue alcanzó nuevamente el territorio en los noventa, siendo 
las provincias del norte las más afectadas. En la ciudad de Buenos Aires y el Área 
Metropolitana (AMBA), la presencia del vector se registra desde 1995. Desde 1999, se 
han registrado casos de DENV de distintos serotipos sin evidencia de circulación local 
sostenida. En 2009 ocurrió un brote de DENV-1 de gran importancia en el país, donde 
se detectó transmisión local por primera vez en AMBA. Sin embargo, la magnitud del 
mismo fue superada recientemente en el 2016, donde también se registró transmisión 
local. 
El abrupto crecimiento que han tenido los casos de DENV en los últimos años en 
nuestro país, y en especial la ocurrencia de casos autóctonos detectados en AMBA, 
una región donde se creía poco probable la circulación local del DENV, evidencia la 
importancia que tiene la vigilancia del virus para la salud pública. El objetivo del 
presente trabajo fue ampliar el conocimiento sobre la epidemiología molecular del 
DENV que circuló en AMBA en el período 1999-2016; para poder inferir su historia y 
dinámica de dispersión, así como también determinar si existieran características 
únicas asociadas a su adaptación local. 
Hemos obtenido la secuencia del genoma completo de 46 DENV-1, -2 y -3 y de la 
secuencia que codifica para la proteína E de 82 DENV-1 detectados en AMBA durante 
los años estudiados. Hemos genotipificado las secuencias obtenidas y los estudios 
filogeográficos realizados nos permitieron estudiar la dispersión global y local de estos 
virus con el fin de inferir la introducción de los genotipos evaluados en América.  El 
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genotipo V de DENV-1 habría sido el primero en ingresar en 1966 por Puerto Rico. 
Luego, en 1980 habría ingresado al continente el genotipo Asiático/Americano de 
DENV-2 por las Islas Vírgenes Británicas. Finalmente, el genotipo III de DENV-3 habría 
ingresado en 1990 por Puerto Rico o Nicaragua. 
Esta tesis también aporta datos sobre las características de crecimiento de los 
aislamientos obtenidos durante el brote de DENV-1 del 2009, dado que fue la primera 
vez que se detectó circulación local en AMBA. A su vez, se compararon las cargas 
virales presentadas en infecciones primarias y secundarias, y se demostró la posible 
existencia de infecciones secundarias por DENV en un área no endémica.  
Respecto del brote del 2016 en AMBA, se encontraron dos linajes genéticos sin 
diferencias entre cepas locales e importadas. Se podría proponer que AMBA estaría 
sufriendo una transición de ser un área donde ocurrían brotes esporádicos a ser un 
escenario endémico propicio para el DENV. Se debería considerar también que otros 
arbovirus transmitidos por el mismo vector podrían emerger en AMBA.  
Como conclusión, esta tesis abarca aspectos epidemiológicos y evolutivos del 
DENV que contribuyen a un mejor conocimiento de la dinámica local del mismo. Estos 
datos podrían aportar información al sistema de salud para la planificación de medidas 
adecuadas de prevención y control, para evitar futuros brotes ocasionados por estos 
arbovirus. 
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INTRODUCCION 
1. Enfermedades emergentes y reemergentes 
Las enfermedades infecciosas constituyen la primera causa de muerte en el 
mundo, tanto en adultos como en niños. Más de 13 millones de personas mueren 
anualmente por enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes [1]. Estas 
últimas se definen de la siguiente manera: 
• Enfermedades emergentes: son enfermedades relacionadas a agentes ya 
conocidos o nuevos, que recientemente han adquirido carácter epidémico y se 
convierten en un problema para la salud pública. Se define a un virus emergente a 
aquel virus nuevo que previamente no existía en la naturaleza (ej. Flu H1N1 
Pandémico); aquel virus que ha sido recientemente identificados (ej. virus de la 
hepatitis C); o aquel virus cuya incidencia ha aumentado significativamente en las 
últimas décadas (ej. virus Zika y Chikungunya). 
• Enfermedades re-emergentes: incluyen a enfermedades anteriormente 
conocidas, aparentemente erradicadas o controladas eficazmente, cuya incidencia ha 
aumentado en las últimas 2 décadas. Se define a un virus reemergente a aquel que 
reaparece en una cierta región geográfica produciendo brotes distanciados por 
grandes períodos de silencio epidemiológico (ej. virus dengue) [2,3]. 
1.1. Emergencia o reemergencia de enfermedades infecciosas 
La emergencia y reemergencia de enfermedades infecciosas se encuentra 
favorecida y fomentada por un conjunto de factores. Todos ellos se engloban en la 
denominada triada epidemiológica donde se representa la estrecha interrelación que 
existe entre el agente causal de una enfermedad, el hospedador y el ambiente. Si de 
enumerar se trata, el aumento de la población mundial que ha llevado a la formación 
de grandes conglomerados humanos que se conforman en áreas densamente 
pobladas; el aumento del comercio internacional favorecido en los últimos años; las 
mayores facilidades en el transporte; así como conductas asociadas al desarrollo 
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económico y utilización de la tierra son algunos de los factores que favorecen la 
ocurrencia de estas enfermedades. A su vez, características propias de la evolución del 
patógeno, cambios en el medio ambiente que promueven su supervivencia y la 
susceptibilidad a la infección del hospedador, favorecen la emergencia o remergencia 
de agentes infecciosos. No se puede dejar de mencionar a las políticas de salud pública 
que juegan un rol fundamental en el control las enfermedades transmisibles y en el 
reconocimiento de las enfermedades nuevas o desconocidas. Mediante un sistema 
organizado de vigilancia es posible la detección e identificación inmediata de las 
mismas [4,5].  
2. Arbovirus 
El 61% de las enfermedades emergentes y reemergentes son zoonóticas, éstas se 
transmiten de animales al hombre [6,7]. Muchas de ellas, requieren la participación de 
un vector en su ciclo de transmisión que hace de intermediario entre los huéspedes 
vertebrados. Los virus que son transmitidos con estas características son llamados con 
el acróstico arbovirus (del inglés arthropod borne viruses). Los mismos, no conforman 
una categoría taxonómica sino que agrupan a un variado grupo de virus transmitidos 
por artrópodos como mosquitos, garrapatas y tábanos [8]. Este modo de transmisión 
requiere de tres participantes: el vector, el virus y el vertebrado [9]. Este último puede 
ser o bien un huésped natural (ej. pequeños mamíferos como en Encefalitis Equina 
Venezolana, aves en Encefalitis de San Luis y West Nile, etc.), el cual no presenta 
manifestaciones de la infección; o un huésped accidental (ej. hombre y caballo en 
Encefalitis de San Luis y West Nile), el cual no forma parte natural del ciclo de la 
infección. Los huéspedes vertebrados accidentales infectados por arbovirus pueden 
presentar manifestaciones sub-clínicas, encefalitis, cuadros hemorrágicos y hasta la 
muerte. En el caso de los huéspedes naturales, el virus logra amplificarse y generar 
viremias suficientes para la propagación de la enfermedad. Por otro lado, los 
artrópodos que actúan como vectores no presentan manifestaciones de la infección 
[5,10].  
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Los arbovirus pueden presentar dos ciclos de transmisión, uno selvático que 
permite mantener al virus en la naturaleza y ocurre entre el vector y el huésped no 
humano; y otro urbano, donde el hospedador es el hombre. Por algún evento se 
produce un cambio que le permite a los virus con ciclos selváticos presentar también 
ciclos urbanos (Figura 1) [11]. Algunos arbovirus pueden perder o prescindir de su 
característica zoonótica para amplificarse, convirtiéndose así en arbovirus que 
presentan su ciclo principalmente en humanos (ciclos urbanos), quien actúa ahora 
como huésped amplificador. Este es el caso de virus como el dengue, fiebre amarilla y 
chikungunya, los cuales presentan ciclos humano-vector-humano que resultan en alta 
viremia por lo que adquieren la capacidad de transmitirse eficazmente y causar 
grandes epidemias [12].  
 
Figura 1. Ciclos selváticos y urbanos, representados con el virus dengue [5]. 
3. Virus dengue 
El virus dengue (DENV) ocasiona la enfermedad por arbovirus más extendida en 
todo el mundo. El 40% de la población mundial vive en áreas con transmisión del virus, 
siendo más de 2500 millones las personas que se encuentran en riesgo de infección. Se 
estiman 390 millones de infecciones y 100 millones de casos anualmente [13]. El 
dengue plantea un grave problema de salud pública ya que su incidencia se encuentra 
en abrupto crecimiento a nivel mundial. Las infecciones causan una amplia gama de 
manifestaciones clínicas. Si bien son  pocos los casos que progresan a cuadros graves 
por la enfermedad, aproximadamente 1/2000 casos resultan en la muerte [14].  
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3.1. El vector 
La transmisión del DENV se produce principalmente por la picadura de las 
hembras del mosquito del género Aedes (familia Culicidae). El principal vector en zonas 
urbanas es la especie Aedes aegypti originaria de África. La misma fue introducida en 
América durante la colonización, cuando los barcos de esclavos traían toneles con agua 
y juntaban agua de lluvia durante el camino, donde se desarrollaba el mosquito. La 
especie Aedes albopictus también actúa como vector del virus principalmente en Asia 
(en áreas rurales y sub-urbanas de dicho continente actúa como vector principal de 
DENV), desde donde se ha dispersado hacia África, América y a gran parte de Europa. 
Esta diseminación del vector se debió principalmente al comercio internacional de 
neumáticos usados, los cuales al acumular agua de lluvia generaron el lugar perfecto 
para que los mosquitos depositen sus huevos [15,16]. Esta última especie arribó a 
América hace más de 30 años [17]. Si bien se ha informado la presencia de Aedes 
albopictus en 19 países del continente (incluido el norte Argentino), no se lo ha 
relacionado a brotes de DENV [18,19]. Un estudio reciente realizado en Brasil informó 
que pese a haber detectado mosquitos infectados con DENV, el número de estos se 
correlacionó inversamente con el número de casos de dengue. Algunos autores 
plantean la posibilidad de que el DENV que circula en mosquitos Aedes albopictus en 
períodos no epidémicos, sirva solamente para mantener el virus en la naturaleza. Son 
necesarios más estudios para determinar el rol de Aedes albopictus en la transmisión 
de DENV y otros arbovirus en el continente americano [16]. Hasta el momento, el 
Aedes aegypti es considerado el principal vector del DENV en nuestro país. 
Los mosquitos de la especie Aedes aegypti presentan hábitos peridomiciliarios y 
diurnos, netamente vinculados a las actividades humanas. Su radio de dispersión no 
suele exceder los 100 metros, aunque excepcionalmente puede dispersarse 1 o 2 
kilómetros. Es de destacar que el principal medio de dispersión del vector es a través 
del transporte de diferentes recipientes que contienen estadios larvarios del mosquito 
[20]. 
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La hembra además de fitófaga como el macho, es hematófaga ya que necesita la 
proteína hemoglobina para la oviposición. Presenta su mayor actividad a primeras y 
últimas horas del día. Pone en promedio 60 huevos repartidos en distintos sitios y 
puede oviponer cada tres o cuatro días. Deposita los huevos en paredes de recipientes 
que contienen agua, por encima del nivel de la misma. Entre dos y tres días es lo que 
demora el desarrollo embrionario si el ambiente es húmedo y cálido, pero a 
temperaturas más bajas puede extenderse unos días más. Cuando los huevos 
eclosionan surgen los estadios inmaduros acuáticos (larva-pupa) para luego 
desarrollarse el adulto. Si las condiciones de temperatura y alimentación son óptimas, 
en 10 días aproximadamente se completa el ciclo completo de huevo a adulto (Figura 
2). Este último es de color negro con marcas blancas en el tórax, y se caracteriza por 
sus distintivos anillos blancos de las patas (Figura 2). Dependiendo de las condiciones 
ambientales, los machos viven una semana aproximadamente y las hembras hasta un 
mes. Los huevos pueden permanecer viables de siete meses a un año, incluso en 
situaciones de sequía [20]. 
 
Figura 2. Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti [21]. 
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3.2. Características del virus del dengue 
El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. Se 
clasifica en cuatro serotipos (DENV 1-4) que presentan variantes genotípicas. Los 
cuatro serotipos comparten una identidad aminoacídica del 60-75% [22].  
El tamaño de la partícula viral es de aproximadamente 50 nm de diámetro. Es un 
virus con envoltura lipídica y cápside icosaédrica (Figuras 3 y 4). Presenta un genoma 
ARN de cadena simple y polaridad positiva de aproximadamente 11 kb. Los extremos 
5’ y 3’ no se traducen (del inglés untranslated regions, UTRs). En su extremo 5’ 
presenta una estructura tipo caperuza (cap), mientras que en su extremo 3’ carece de 
cola poli A. En su lugar, en el extremo 3’ presenta una estructura de “tallo y burbuja” 
estable y conservada en todos los miembros de la familia (Figura 5) [23]. Existe 
evidencia que el genoma viral es flexible y existe en distintas conformaciones (circular 
o lineal) durante los distintos estadios del ciclo de replicación [24]. 
Como todos los virus de genoma de cadena positiva, el ARN del DENV es 
infeccioso. Éste presenta un solo marco abierto de lectura que da origen a una única 
poliproteína que luego es clivada co- y postraduccionalmente por proteasas virales y 
celulares, para dar origen a diez proteínas virales maduras. Comenzado desde el 
extremo amino (5’) se codifican las tres proteínas estructurales C, prM y E; seguidas de 
las siete proteínas no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Figura 
5).  
INTRODUCCION - 7 
 
 
Figura 3. Esquema de la partícula de DENV. En azul se señala la 
proteína de envoltura (E), en celeste la proteína de membrana (M), en naranja 
la proteína de la cápside (C) y en rosa el genoma viral. En verde se representa la 
envoltura lipídica. Adaptado de Angel y Valle, 2013 [25]. 
 
Figura 4. Microscopías electrónicas de partículas de DENV-2 obtenidas en 
hígado de ratón infectado (A) y en células C6/36 (B). Adaptado de Paes y 
colaboradores, 2005 [26]. 
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Figura 5. Esquema de la organización del genoma del DENV. Adaptado de 
Angel y Valle, 2013 [25]. 
3.2.1. Proteínas virales estructurales 
Proteína de la cápside, C: 
La proteína C pesa 11 kDa y forma una estructura secundaria compacta dimérica 
donde cada monómero contiene cuatro hélices α. Las hélices internas, son 
hidrofóbicas y anclan la proteína a la membrana lipídica del retículo endoplasmático 
(Figura 6). Otra de las hélices recluta gotas lipídicas presentes en el citoplasma celular 
y favorece así la formación de la partícula viral. El extremo N-terminal de la proteína 
no forma estructura secundaria y se cree que interviene en la unión al ARN, de esta 
manera promueve la organización del ARN sintetizado en el interior de la partícula viral 
en formación. A su vez, para favorecer y completar el ensamblaje de las partículas 
virales, esta proteína interactúa con las proteínas precursora de membrana y de 
envoltura [5,27,28]. 
Proteína precursora de membrana y proteína de membrana, prM/M: 
La proteína precursora de membrana (prM) tiene un peso de 26 kDa y presenta 
dos dominios transmembrana (Figura 6). Contiene distintos sitios de glicosilación, uno 
de ellos presente en la región N-terminal [29]. Esta proteína está presente en los 
viriones inmaduros y su principal función es ayudar en el plegamiento de la proteína E 
y evitar que ésta experimente un reordenamiento y fusión catalizada por ácido 
durante el tránsito de los viriones a través de la vía secretora. La proteína prM da 
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origen a la proteína M luego del procesamiento proteolítico mediado por la furina 
celular durante la maduración de la partícula viral. La acidez del compartimento trans-
Golgi provoca un cambio conformacional que permite exponer los sitios de clivaje de 
furina. Luego del clivaje el péptido pr no se disocia inmediatamente de la partícula 
viral, es el pH neutro del espacio extracelular que favorece la liberación de pr y la 
exposición de la partícula madura con la proteína M. La proteína M sin el péptido pr 
tiene un peso de 8 kDa [5,27]. 
Proteína de envoltura, E: 
La glicoproteína E tiene un peso molecular de 50 kDa. Se distribuye en la 
superficie del virus formando homodímeros en el que cada monómero tiene tres 
dominios de barril β (I, II y III). Es una proteína fundamental en la interacción del virus 
con la célula blanco dado que es la proteína mediante la cual el virus se une al receptor 
celular. A su vez, contiene la mayoría de los determinantes antigénicos del virus. El 
dominio I se ubica entre el dominio II y III. El dominio II contiene al péptido de fusión 
que permanece cubierto por el péptido pr o inmerso en una bolsa hidrófoba formada 
por el dominio I y III hasta que se descubre para insertarse en la membrana de la célula 
diana. El dominio III se proyecta ligeramente desde la superficie del virión y se cree 
que está implicado en la unión al receptor, a su vez es blanco principal para 
anticuerpos neutralizantes [30,27,5]. Al presentar la mayoría de los determinantes 
antigénicos del virus, es la proteína más utilizada para realizar análisis filogenéticos 
cuando no se estudia al genoma completo. Klungthong y colaboradores, determinaron 
que esta proteína es adecuada para realizar este tipo de estudios independientemente 
del serotipo de DENV de interés [31].  
Si bien diversos estudios han demostrado que el número y ubicación de los sitios 
de glicosilación varían entre los distintos serotipos de DENV, la proteína E contiene  
dos sitios de glicosilación, Asn-67 y Asn-153 (Asn-347 y Asn-433, respecto de la 
poliproteína), el primero de ellos es característico del DENV, y el segundo es 
conservado en todos los flavivirus [29]. Mondotte y colaboradores, luego de hacer 
distintos estudios en partículas virales infectivas, confirmaron que la presencia de 
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estos dos sitios es muy importante para favorecer y permitir la infección por el DENV 
tanto en células de mosquitos como de humanos [32].  
 
Figura 6. Ubicación de las proteínas no estructurales en la membrana del 
retículo endoplasmático. Adaptado de Mukhopadhyay y colaboradores, 2005 [30]. 
3.2.2. Proteínas virales no estructurales 
Proteína no estructural NS1: 
La proteína NS1 pesa 45 kDa, es procesada por peptidasas del hospedador y 
forma dímeros o hexámeros. Contiene dos sitios de glicosilación [29]. Es esencial en los 
procesos de replicación viral y se ha demostrado que mutaciones puntuales en su 
secuencia podrían dar como resultado errores en la replicación y reducción de la 
aptitud viral (del inglés fitness) [33]. Esta proteína eventualmente se secreta en forma 
de hexámeros solubles fuera de la célula, estas formas extracelulares inducen una 
fuerte respuesta humoral. Existen ensayos para diagnóstico diseñados para detectar la 
presencia de esta proteína en suero o plasma de personas infectadas [34].  
Proteína no estructural NS2A: 
La proteína NS2A pesa 22 kDa. Es una proteína hidrofóbica que se ubica en la 
membrana. La misma coordinaría los procesos de replicación y ensamblaje viral [5,27].  
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Proteína no estructural NS2B: 
La proteína NS2B pesa 14 kDa y al igual que NS2A se ubica asociada a membrana. 
Esta proteína interactúa con la proteína NS3, la ancla a la membrana del retículo 
endoplasmático y a su vez, actúa como co-factor de la proteína NS3-serín proteasa. 
Además, junto con otras proteínas, participa en distintos mecanismos que le permiten 
al virus reducir la respuesta inmune del hospedador [5,22,27]. 
Proteína no estructural NS3: 
La proteína NS3 pesa 70 kDa. Cumple funciones enzimáticas en el procesamiento 
de la poliproteína y en la replicación del ARN viral. Actúa como proteasa en su extremo 
N-terminal  y  como helicasa y trifosfatasa en su extremo C-terminal. La estabilidad del 
dominio proteasa depende de la asociación con NS2B. La función de helicasa permite 
desenrollar las estructuras secundarias que se forman en el extremo 3’ del ARN, para 
que luego la proteína NS5 se una al ARN y se inicie a replicación viral. Esta proteína 
estaría involucrada además en distintos procesos que permiten al virus evadir la 
respuesta inmune del hospedador [5,22,27]. 
Proteína no estructural NS4A: 
La proteína hidrofóbica NS4A pesa 16 kDa. Se cree que esta proteína está 
implicada en la replicación del ARN e interactúa con la proteína NS1. A su vez, junto 
con las proteínas NS2B y NS3 participa en diversos mecanismos para disminuir la 
respuesta del sistema inmune del hospedador [5,22,27]. 
Proteína no estructural NS4B: 
La proteína hidrofóbica NS4B pesa 27 kDa. Se cree que esta proteína al igual que 
NS4A participaría en la replicación del ARN dado que es una proteína de membrana 
politópica que co-localiza con NS3 en los sitios que presuntamente participan de la 
replicación del ARN [5,27]. Esta proteína contiene dos sitios de glicosilación. 
Recientemente, Naik y Wu informaron que una mutación en dichos sitios de 
glicosilación podría afectar la función biológica de la proteína NS4B en el complejo de 
replicación viral [35]. 
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Proteína no estructural NS5: 
La proteína NS5 pesa 103 kDa. Es la proteína no estructural más conservada en 
todos los flavivirus dado que en el extremo C-terminal actúa como polimerasa viral, a 
su vez presenta actividad enzimática metiltransferasa y guanidiltransferasa en el 
extremo N-terminal, responsables del capping y la metilación del extremo 5’ del ARN 
genómico. A su vez, la proteína NS5 interactúa con distintas proteínas del hospedador 
para contrarrestar la respuesta antiviral mediada por interferón α (IFN-α) mediante la 
degradación de STAT2. Es de mencionar que si bien la replicación viral tiene lugar en el 
citoplasma celular, NS5 se distribuye tanto en el citoplasma como en el núcleo de la 
célula infectada. Recientemente se ha descripto que la presencia de NS5 en el núcleo 
podría interferir en el splicing celular [5,27,36]. 
3.2.3. Extremos no traducibles (UTRs) 
Extremo 5’ UTR: 
El extremo no traducible 5’ (5’ UTR) tiene una longitud aproximada de 100 
nucleótidos. Presenta una estructura tipo cap (m7GpppAmp) y dos estructuras de ARN 
en forma de horquilla (larga y corta) que presentan distintas funciones durante el ciclo 
de replicación viral.  
La estructura tipo horquilla larga presenta aproximadamente 70 nucleótidos. La 
misma actuaría como promotor de la síntesis de ARN al interaccionar con la polimerasa 
viral NS5 favoreciendo su unión al ARN y su activación. La estructura tipo horquilla 
corta permite interacciones ARN-ARN, presenta una secuencia denominada 5’ UAR, 
que es complementaria a una secuencia presente en el extremo 3’ del genoma viral (3’ 
UAR). Ambas estructuras son fundamentales para permitir la replicación del genoma 
viral. Entre ellas se unen por una secuencia rica en uracilos que actúa como promotor 
de la replicación viral [37–39]. 
Extremo 3’ UTR: 
El extremo no traducible 3’ (3’ UTR) tiene una longitud aproximada de 450 
nucleótidos. Las estructuras presentes en este extremo del genoma también son 
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fundamentales para permitir la síntesis del ARN viral. Se pueden definir tres dominios, 
de los cuales el I se ubica luego del codón de terminación de la traducción y es el más 
variable de los tres dominios dado que presenta variaciones de longitud entre los 
distintos serotipos de DENV. El dominio II contiene una estructura en forma de pesa 
repetida en tándem, dentro de ella existen subestructuras que cumplen un rol 
importante durante el movimiento de la partícula viral y la síntesis del ARN. Las 
estructuras de los dominios I y II sirven como promotores de los procesos virales. El 
dominio III es la región más conservada del extremo 3’ y contiene una secuencia 
implicada en la interacción ARN-ARN entre los extremos del genoma viral, seguida de 
una estructura en forma de horquilla. Esta estructura presenta dos subestructuras en 
forma de horquilla, una corta (14 nucleótidos) y una larga (79 nucleótidos) con 
funciones fundamentales para la replicación viral [24] . 
3.3. Ciclo viral celular 
Para que ocurra la infección, el virus debe unirse a los receptores presentes en la 
superficie de las células blanco para luego ser internalizado. Las principales células 
diana del DENV son los monocitos, macrófagos, células dendríticas y los linfocitos CD4+ 
y CD8+ [27]. La proteína E del virus participa tanto en la adsorción como en la entrada 
del virus a la célula. Una vez que el virus se adsorbió a la célula por interacción entre la 
proteína E y los receptores presentes en las células blanco, ocurre la entrada por 
endocitosis. El pH bajo de las vesículas endocíticas induce la fusión de la membrana 
viral con la del endosoma y se libera el genoma viral al citoplasma celular.  En relación 
a los receptores presentes en las células blanco, si bien no están bien definidos, se 
pueden mencionar la lectina DC-SIGN; proteoglicanos como el heparán sulfato y 
proteínas de esteres Grp78, Hsp70 y Hsp90, entre otros [5,23]. Se cree que la 
participación de co-receptores como diversos glicosaminoglicanos o proteoglicanos 
presentes en la matriz extracelular o asociados a las proteínas de superficie de las 
células, podrían favorecer la entrada del virus a la célula y explicar así su capacidad de 
poder infectar distintos tipos celulares [27]. Acosta y colaboradores, demostraron la 
capacidad de un mismo serotipo de DENV para utilizar diferentes vías de entrada a 
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líneas celulares de distinto origen y  a su vez,  que distintos serotipos virales pueden 
utilizar vías de entrada alternativas en un mismo tipo celular [40]. 
Una vez que el ARN está libre dentro del citoplasma celular, comienzan los 
procesos de traducción y replicación; ambos procesos ocurren en forma simultánea en 
compartimentos del retículo endoplasmático denominadas membranas “convolutas”. 
La traducción de la poliproteína viral se produce en los ribosomas asociados al retículo 
endoplasmático rugoso. Durante la traducción se sintetizan las proteínas estructurales 
y no estructurales, estas últimas pasan a formar parte del complejo de replicación viral 
[27]. 
Durante la replicación de ARN viral en el retículo endoplasmático, se realizan 
copias del ARN de polaridad positiva a ARN de polaridad negativa. Estos sirven de 
molde para generar más ARN de polaridad positiva que pueden ser molde para ARN de 
polaridad negativa, ser molde para traducir las proteínas virales, o asociarse con las 
proteínas estructurales para formar la progenie viral. Una vez formadas las partículas 
virales, se requieren dos etapas de maduración. En la primera, las proteínas prM y E se 
organizan en forma de hetereodímeros donde la prM cubre a la E lo que da un aspecto 
rugoso a la superficie viral cuando se observa por microscopia electrónica. Luego, la 
partícula inmadura se moviliza desde el retículo endoplasmático al aparato de Golgi. 
Allí, la partícula viral se glicosila y particularmente, la proteína E cambia de 
conformación y se generan homotrímeros antiparalelos de la misma, lo que da una 
apariencia lisa a la superficie viral. Finalmente, el virus es liberado luego de viajar en 
vesículas de secreción al exterior de la célula (Figura 7). Durante este proceso, la furina 
presente en estas vesículas realiza el último cambio de la partícula viral, procesa la 
prM en M, lo cual termina de estabilizar a los homotrímeros de E (Figura 8) [23,27]. 
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Figura 7. Ciclo celular del DENV. Adaptado de Screaton y colaboradores, 2015 [41]. 
 
Figura 8. Maduración de la partícula de DENV. Adaptado de Perera y Kuhn, 2008 [42]. 
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3.4. Enfermedad por DENV 
3.4.1. Clasificación de la enfermedad 
Durante tres décadas, el dengue se clasificó en tres categorías por 
recomendación de la Organización Mundial de la Salud (OMS): fiebre del dengue y 
fiebre hemorrágica por dengue con o sin síndrome de shock por dengue. En los últimos 
años se ha cuestionado la utilidad clínica de esta clasificación, debido a que la misma 
resultaba tardía en el seguimiento de la evolución de la enfermedad, perdiendo la 
capacidad de prevenir el desarrollo a estadios avanzados. Por esta razón, la OMS 
auspició un estudio internacional, llamado DENCO (Dengue Control), cuyo objetivo 
principal fue encontrar una clasificación más adecuada que permita identificar 
precozmente los signos de alarma útiles para mejorar el manejo clínico de los casos. 
Como resultado, se arribó a la propuesta de una clasificación binaria de la enfermedad: 
dengue y dengue grave [43].  
La enfermedad por dengue se caracteriza por presentar fiebre abrupta y dolor de 
cabeza, dolor alrededor de los ojos, mialgias y artralgias. En algunos casos puede 
presentar también erupción cutánea o dolor en los huesos [5].  
Se consideran signos de alarma, aquellos signos y síntomas presentes en 
pacientes un día antes de agravarse, los que permiten identificar tempranamente al 
enfermo que va a evolucionar a dengue grave. Se debe tener en cuenta que las 48 
horas posteriores al cese de la fiebre son las de mayor riesgo de aparición de 
complicaciones. Dentro de los signos de alarma se distinguen: dolor abdominal intenso 
y continuo, vómitos persistentes, derrame seroso (en peritoneo, pleura o pericardio), 
sangrado de mucosas, somnolencia o irritabilidad, hepatomegalia, incremento brusco 
del hematocrito concomitante con rápida disminución del recuento de plaquetas. Los 
casos de dengue sin signos de alarma pueden ser tratados de manera ambulatoria en 
caso de no presentar condiciones co-existentes (embarazo, diabetes mellitus, 
cardiopatías, etc.) o de riesgo social.  Por otro lado, un paciente que presente signos de 
alarma debe ser hospitalizado [43].  
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Los casos más graves, clasificados ahora como dengue grave, presentan además 
hemorragias severas; extravasación del plasma producto del aumento de la 
permeabilidad vascular (expresada por la presencia de shock hipovolémico, y/o por 
dificultad respiratoria debida al exceso de líquidos acumulados en el pulmón). A su vez, 
es posible la afectación de órganos como hígado, encéfalo o miocardio [43]. 
3.4.2. Patogénesis y respuesta inmune 
Como ya se ha mencionado, una persona infectada debe ser picada por un 
mosquito vector y éste luego, picar a una persona sana para así propagar la infección 
(ciclo urbano).  
La hembra de Aedes aegypti adquiere el virus al alimentarse de una persona en 
período de viremia. Luego, deben transcurrir entre ocho y 12 días para el desarrollo de 
la infección viral en el mosquito hasta que éste pueda transmitir la infección. La 
duración de este período denominado período de incubación extrínseco, es variable y 
depende entre otros factores de la temperatura media ambiental (Figura 9). En este 
tiempo el virus se replica en el intestino del mosquito y desde ahí migra hacia sus 
glándulas salivales. Cabe mencionar, que el mosquito vector una vez infectado 
permanecerá así el resto de su vida y con capacidad de infectar a individuos 
susceptibles [44]. Respecto a la transmisión vertical (transovárica) en mosquitos, ha 
sido demostrada para los cuatro serotipos de DENV [45,46]. 
Cuando una persona susceptible es picada por un mosquito infectado, debe 
pasar un tiempo denominado período de incubación intrínseca, previo a que puedan 
aparecer las manifestaciones clínicas. Este período generalmente dura entre cinco y 
siete días, aunque se han observado casos de entre tres y 14 días, el tiempo medio es 
de 5,9 días (Figura 9) [44].  
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Figura 9. Tiempos de incubación y enfermedad causada por el DENV. 
Obtenido del Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 
Una vez que el mosquito introdujo el virus en la dermis, las células blanco del 
DENV son las células dendríticas residentes de la piel, denominadas células de 
Langerhans. Es en estas células donde el virus se replica inicialmente. Posteriormente, 
éstas migran hacia los ganglios linfáticos donde la replicación viral continúa (en células 
del linaje macrófago-monocito). Una vez que  la infección se amplifica dentro de los 
ganglios linfáticos, el virus entra en la circulación, donde puede infectar monocitos 
circulantes, a través del sistema linfático eferente y el conducto torácico (fase 
virémica). Así se facilita la diseminación a órganos secundarios, donde también son las 
células del sistema fagocítico mononuclear las principales afectadas por el virus. Se 
han detectado antígenos de DENV en macrófagos de piel, hígado, glomérulo renal, 
timo, bazo, sangre y ganglios linfáticos [47–49]. 
Cuando una persona es infectada por el virus dengue, esta generará inmunidad 
de por vida para ese serotipo e inmunidad temporaria de alrededor de dos años para 
el resto de ellos [50]. Durante una infección primaria se generan células B y T (CD4 y 
CD8) de memoria tanto serotipo-específicas como con reactividad cruzada para otros 
serotipos. Las células expresan interferón (IFN) de tipo I (α y β) como primer línea de 
defensa para inhibir la replicación viral. A su vez, se activa la vía de presentación de 
antígeno mediante el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I y II. Linfocitos 
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(tipo T y natural killer) actúan sobre las células infectadas y liberan IFN tipo II (γ). 
Cuando se produce una infección secundaria (infecciones por serotipo distinto al de a 
primoinfección), se activan las células de memoria con reactividad para otros serotipos 
[27,51].  
Los epítopes ubicados en las proteínas prM, E y NS1 son los principales objetivos 
de los anticuerpos generados por el sistema inmune, si bien los mismos están 
localizados a lo largo de la poliproteína de DENV. La proteína E es el principal antígeno 
generador de anticuerpos neutralizantes. También se han encontrado anticuerpos 
contra las proteínas NS3 y NS5 pero en menor medida [52,53]. La homología de 
aminoácidos varía para cada epítope en los cuatro serotipos de DENV. Sin embargo, 
dentro de un mismo serotipo la mayoría de los epítopes están bien conservados [54]. 
El estado inmune del hospedador al momento de la infección puede dirigir la 
evolución de la misma: incrementando la severidad, favoreciendo el desarrollo de una 
enfermedad leve o sin sintomatología, o generando protección completa [47].  Es de 
destacar que una alta proporción de las personas infectadas cursarán la infección de 
manera asintomática. 
3.4.3.  Inmunopatogénesis 
La liberación de citoquinas producto de la infección a células dendríticas 
participaría en la génesis de las manifestaciones sintomáticas de la infección por DENV. 
Se cree que en casos de dengue grave se sobreestimula la producción de citoquinas 
proinflamatorias y esto desencadenaría la extravasación plasmática. A pesar de que no 
se sabe con certeza el mecanismo por el cual ocurre, se considera que diversos 
factores solubles (TNFα, interleuquinas, entre otros) liberados por las células T, 
monocitos, macrófagos y mastocitos incrementarían la permeabilidad vascular en 
células endoteliales favoreciendo la extravasación del plasma. La permeabilidad 
endotelial también podría estar afectada por el estado madurativo de la proteína NS4B 
quien modula la respuesta de las citoquinas en la línea celular de monocitos. A su vez, 
la proteína NS1 secretada, junto con los anticuerpos anti-NS1 y la activación del 
INTRODUCCION - 20 
 
complemento podrían estar implicados en este fenómeno [52,22]. Recientemente, se 
ha descubierto que la proteína NS1 secretada tendría un rol fundamental en la 
patogénesis de la enfermedad. La misma actuaría como agonista de los receptores tipo 
Toll 4 (del inglés Toll-like receptor 4, TLR4) estimulando las células del sistema 
fagocítico mononuclear para producir citoquinas proinflamatorias. Además, se ha visto 
que esta proteína dañaría directamente las células endoteliales, por lo que podía 
favorecer la permeabilidad vascular [55,56]. 
Se considera que las infecciones que presentan mayor riesgo de desarrollar casos 
graves son aquellas primo-infecciones que afectan a neonatos y lactantes pequeños 
nacidos de madres con anticuerpos anti-DENV [57] y en aquellos individuos que cursan 
infecciones secundarias [22,56]. Guzmán y colaboradores describieron que cuanto 
mayor sea el tiempo transcurrido entre la primoinfección y la infección secundaria, 
mayor es el riesgo de desarrollar casos graves [58]. Actualmente la hipótesis más 
aceptada para explicar la severidad detectada en infecciones secundarias es el 
denominado fenómeno ADE (del inglés antibody-dependent enhancement) [59–61]. 
Esta hipótesis plantea que los anticuerpos generados luego de una primoinfección con 
un determinado serotipo, podrían unirse a los viriones del nuevo serotipo infectante 
con menor afinidad, de una manera no neutralizante, y favorecer la infección celular 
[62,63]. Un estudio realizado en 2010 promueve que serían los anticuerpos anti-prM 
quienes incluso estando en altas concentraciones no actuarían como anticuerpos 
neutralizantes, sino que mediarían el ADE en células portadoras del receptor de 
inmunoglobulinas (Fc), aumentando el número de células infectadas [64]. Estudios in 
vitro han demostrado que esta infectividad viral favorecida se hace evidente al 
detectar mayores títulos virales cuando se evalúan los sobrenadantes de cultivo [60]. 
Sin embargo, estos resultados son difíciles de extrapolar directamente a la 
presentación clínica observada in vivo; la misma depende de varios factores, entre 
ellos la replicación viral y la respuesta inmune del paciente [65,66]. 
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3.5. Sospecha enfermedad 
Se define a un paciente con posible infección por virus dengue a todo aquel, con 
fiebre de menos de siete días de duración, sin afección de vías aéreas superiores y sin 
etiología definida, acompañado por dos o más de las siguientes manifestaciones: 
cefalea; dolor retroocular; anorexia y náuseas; diarrea o vómitos; malestar general; 
dolor intenso en las articulaciones o músculos (artralgia o mialgia); inflamación de los 
ganglios linfáticos; exantemas en la piel tipo petequia (que suelen aparecer en las 
extremidades inferiores y el tórax, desde donde se extiende para abarcar la mayor 
parte del cuerpo) o prueba del torniquete positiva; leucopenia y plaquetopenia [43].  
Puede ocurrir que las infecciones por DENV no sean diagnosticadas dado que 
pueden no presentar sintomatología distintiva para ser detectadas o ser confundidas 
con otras enfermedades con sintomatología similar [67].  
Es importante destacar que la relación casos-fatalidad de los pacientes con 
dengue grave se puede reducir del 10% a menos del 0,1% con la sospecha clínica 
precoz y la implementación de medidas de rehidratación parenteral adecuadas. Por 
este motivo, detectar los signos de alarma a tiempo es fundamental [14]. 
3.6. Diagnóstico 
La enfermedad por DENV es de notificación obligatoria en el Sistema Nacional de 
Vigilancia de la Salud (SNVS) del Ministerio de Salud de la Argentina [68]. Si bien los 
síntomas clínicos pueden dar sospecha de la enfermedad, el diagnóstico se confirma 
mediante análisis de laboratorio. Las técnicas de laboratorio varían en función del 
tiempo desde el comienzo de la fiebre y pueden detectar al virus (métodos directos) o 
la respuesta del hospedador tras la infección (métodos indirectos) [69]. El suero es la 
muestra por elección aunque también se puede utilizar plasma, sangre entera o 
muestra de tejidos en casos fatales [22].  
En cuanto a los métodos directos, en los últimos años se empezaron a aplicar 
técnicas que permiten la detección del genoma viral por RT-PCR ó RT-PCR en tiempo 
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real (qRT-PCR). Es importante que el paciente se encuentre durante los seis primeros 
días desde el comienzo de la fiebre (fase aguda), dado que debe estar virémico. Si bien 
esta es una técnica muy sensible, se requiere de laboratorios equipados y personal 
capacitado para poder aplicarla. 
Existen además, ensayos comerciales que permiten detectar la proteína viral NS1 
mediante métodos de enzimoinmunoensayo. Esta prueba es altamente específica para 
dengue y permite el diagnóstico durante los primeros seis días después del inicio de la 
fiebre. Luego del sexto día, los niveles de NS1 soluble en suero se reducen y es mejor 
emplear métodos indirectos. 
En cuanto a los métodos indirectos, se utilizan cuando no es posible detectar 
viremia, teniendo en cuenta el tiempo transcurrido desde el comienzo de la fiebre. Se 
utilizan técnicas serológicas que detectan los anticuerpos IgM e IgG anti-DENV 
mediante enzimoinmunoensayo. En las infecciones primarias, los anticuerpos de tipo 
IgM son detectables luego de cinco días desde el comienzo de la fiebre; mientras que 
los anticuerpos de tipo IgG se pueden detectar cinco a 15 días después del comienzo 
de la fiebre [70]. En las infecciones secundarias, los anticuerpos IgG ya son detectables 
al inicio de la fiebre y sus títulos son relativamente mayores que los de las IgM debido 
a que las células plasmáticas preexistentes (de memoria) producen rápidamente 
anticuerpos contra el serotipo de DENV causante de la primoinfección [71]. Para el 
caso de la determinación de IgG se evalúa seroconversión, se requiere una muestra en 
fase aguda y una segunda en fase convaleciente para evaluar los títulos de IgG anti-
DENV en cada una de ellas. Cabe destacar que utilizando estas técnicas es posible que 
se produzcan reacciones cruzadas con anticuerpos generados contra otros flavivirus 
por ejemplo, sueros de personas vacunadas contra fiebre amarilla podrían reaccionar 
al detectar anticuerpos anti-DENV [72,73]. 
El algoritmo diagnóstico es determinado por el Ministerio de Salud de la Nación 
siguiendo normas internacionales. A continuación se describe el algoritmo: 
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 En muestras obtenidas entre los días cero y tres desde el inicio de la fiebre, 
utilizar métodos directos. 
 En muestras obtenidas entre los días cuatro y seis desde el inicio de la fiebre, 
combinar un método indirecto (IgM) y al menos un método directo. 
 En muestras obtenidas con más de siete días desde el inicio de la fiebre, utilizar 
métodos indirectos [74]. 
Existen otros métodos específicos y sensibles que permiten realizar el 
diagnóstico de DENV con certeza, pero son laboriosos y requieren de laboratorios 
especializados, ellos son la neutralización por reducción de placas y el aislamiento viral 
en cultivos celulares o por inoculación intratorácica de mosquitos. Esta última técnica 
no suele realizarse comúnmente y se utiliza principalmente en estudios investigación 
epidemiológica. Respecto a la neutralización, es la única técnica que permite la 
determinación del serotipo infectante en período no virémico. Cabe mencionar que ni 
la detección de la proteína viral NS1, ni la detección de anticuerpos IgM anti-DENV 
permiten determinar el serotipo viral infectante. 
Existe además la posibilidad de secuenciar el genoma viral. Este tipo de estudios 
se realiza principalmente con fines epidemiológicos y no de diagnóstico. Son dos las 
técnicas disponibles para obtener el genoma viral, la clásica denominada secuenciación 
por el método de Sanger y una desarrollada en los últimos años, denominada 
secuenciación de nueva generación (del inglés Next Generation Sequencing (NGS)) 
[75]. Esta última ha revolucionado el estudio de la genómica y la biología molecular 
dado que permite secuenciar el ADN y el ARN mucho más rápido y con un rendimiento 
mucho mayor que la secuenciación de Sanger, hasta incluso es posible prescindir de 
cebadores específicos. Existen distintas tecnologías dentro de las cuales la desarrollada 
por Illumina es actualmente la más aceptada en todo el mundo [76–78]. Los sistemas 
de secuenciación de Illumina pueden entregar datos que varían entre 300 kilobases 
hasta múltiples terabases en una sola ejecución, dependiendo del tipo de instrumento 
y la configuración [79]. 
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3.7. Tratamiento y prevención 
Hasta el momento, no existen antivirales específicos para el tratamiento de los 
enfermos por DENV. Sólo se realizan tratamientos de soporte que pretenden evitar la 
deshidratación, reducir la fiebre y evitar la evolución a casos graves. Para ello, es de 
suma importancia la realización de un diagnóstico certero y a tiempo. En algunos casos 
se puede requerir hospitalización para una mejor atención, principalmente en 
pacientes con signos de alarma. En cuanto al manejo de los enfermos, se recomienda 
reposo, administrar analgésicos como el paracetamol y evitar aquellos que contienen 
ibuprofeno y ácido acetilsalicílico. Es fundamental proveer suplementos de hidratación 
que repongan los electrolitos y sales que pueden perderse por la fiebre y los vómitos, 
incluso en casos graves con extravasación plasmática. Solo en casos con hemorragia 
severa se puede requerir transfusión sanguínea [80,81].  
Actualmente se han realizado tres ensayos de agentes terapéuticos candidatos 
contra el DENV. Se evaluó la cloroquina [82], el balapiravir [83] y una terapia oral con 
corticosteroides [84]. La cloroquina tiene efectos inhibitorios sobre la replicación del 
DENV in vitro [85], pero no reduce la duración de la infección viral [82]. El balapiravir 
es un profármaco de un análogo de nucleósido y un inhibidor de la polimerasa de la 
replicación del virus de la hepatitis C in vivo. Si bien fue bien tolerado en los pacientes 
ensayados, no modificó de manera apreciable la cinética de los marcadores virológicos 
del DENV ni las concentraciones plasmáticas de citoquinas y no redujo el tiempo de 
duración de la fiebre, por lo que no serviría como posible candidato terapéutico anti-
DENV [83]. El uso de prednisolona oral (corticosteriode) durante la fase aguda de la 
infección por DENV no mostró efectos en ninguno de los parámetros clínicos, 
hematológicos o virológicos, aunque no prolongó la viremia ni indujo ningún efecto 
adverso [84]. A su vez se ha ensayado la terapia con lovastatina de corta duración en 
pacientes adultos con dengue [86], dado que se ha demostrado que podría tener un 
efecto antiviral al reducir el ensamblaje del virión [87]. Estos ensayos no han permitido 
definir aún un fármaco candidato para el tratamiento de enfermedad por DENV [22]. 
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A fines del 2015 se aprobó en algunos países el uso de la primera vacuna contra 
el dengue recomendada para residentes de zonas endémicas de 9 a 45 años ó de 9 a 
60 años de edad (según licencia). El nombre comercial de la vacuna es Dengvaxia (CYD-
TDV), de Sanofi Pasteur. Es una vacuna tetravelente a virus vivo atenuado y 
recombinante que se aplica en tres dosis en un intervalo de 0-6-12 meses. Cada 
recombinante monovalente se obtiene por separado sustituyendo los genes que 
codifican las proteínas prM y E del genoma del virus atenuado de la fiebre amarilla con 
los genes correspondientes de los cuatro serotipos de DENV salvaje [88]. Si bien 
presenta antígenos de los cuatro serotipos de DENV, no presenta la misma efectividad 
en todos ellos. Presenta una efectividad mayor para DENV-3 y DENV-4 (mayor al 70%), 
mientras que para los serotipos DENV-1 y DENV-2 es del 40 al 50%. A su vez, su 
efectividad varía en los distintos receptores según edad y características previas, como 
ser la previa exposición a la enfermedad [89]. 
Se están estudiando otras vacunas a base de virus vivos atenuados tetravalentes 
que se encuentran en fase III de los ensayos clínicos, y hay otras vacunas candidatas en 
etapas más tempranas de la investigación clínica [90].  
En julio de 2016 la OMS publicó su posición frente a la vacuna tras evaluar 
efectividad, seguridad, costo, inmunogenicidad, entre otros aspectos. La OMS avala el 
uso de la vacuna sólo en zonas con alta carga de enfermedad. Recomienda en esos 
casos, sólo aplicarla en poblaciones con seroprevalencia de DENV mayor al 70% 
(infecciones previas con algún serotipo de DENV), dado que se ha detectado mayor 
riesgo de hospitalización en personas seronegativas antes de la vacunación. A su vez, 
aconseja utilizar la vacunación dentro de un plan conjunto que abarque un exhaustivo 
control de vector, cuidados clínicos de buena calidad para enfermos con dengue y una 
intensa vigilancia. Además, los países deberían contar con sistemas seguimiento de la 
vacunación. La OMS no avala la vacunación en menores de 9 años y aconseja a cada 
país evaluar la franja etaria donde es más conveniente la vacunación. A medida que se 
introduzca la vacuna en países endémicos, la determinación de la eficacia de la vacuna 
por dosis, la duración de la protección y el impacto a largo plazo deberán investigarse. 
Así como también,  la ocurrencia de casos graves en personas vacunadas [88]. 
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Como ya se mencionó, por el momento no existe una vacuna de alcance global 
que permita el control de la enfermedad por DENV. Por lo tanto, la única manera de 
controlar y reducir el número de casos de infecciones por DENV, es erradicando al 
vector.  
Se han evaluado distintos bioinsecticidas. Bacillus thuringiensis israelensis, es 
una bacteria del suelo que podría matar las larvas de mosquitos presentes en el agua 
[91]. En los últimos años, se ha propuesto que la adaptación de la bacteria 
endosimbiótica de insectos Wolbachia podría ser utilizada en estrategias novedosas 
para el control del DENV. Esta podría tener efectos tanto en el acortamiento de la vida 
del mosquito como efectos directos de bloqueo de la transmisión del virus [92–94]. 
Son necesarios más estudios para poder definir si realmente se podrían utilizar estas 
bacterias en el control del vector del DENV. 
Si bien podrían existir distintas estrategias para lograr erradicar al vector, lo 
primero que se debe hacer es educar a la población sobre cómo evitar la proliferación 
del mosquito. Se deben eliminar todos los desechos sólidos donde puede acumularse 
agua de lluvia; cubrir, vaciar y limpiar regularmente los recipientes donde se almacena 
agua para uso doméstico (agua de las mascotas, floreros, porta macetas, colectores de 
desagües de aire acondicionado o lluvia). Es fundamental tapar los tanques o depósitos 
de agua y mantener los patios y jardines desmalezados. Durante los brotes 
epidémicos, las medidas de lucha antivectorial de emergencia pueden incluir la 
aplicación de insecticidas mediante rociamiento. Para el cuidado personal es 
importante colocar mosquiteros en las ventanas para evitar el ingreso de mosquitos 
hembra adultas y utilizar repelentes que contengan DEET (N,N-Dietil-3-
metilbenzamida), así como ropa de manga larga cuando sea posible [95]. 
Todas estas acciones deben ser sostenidas en el tiempo (aún en invierno), con el 
objeto de tener verdadero carácter preventivo y disminuir notablemente el riesgo de 
ocurrencia de brotes. Es muy importante el trabajo conjunto entre los sistemas de 
salud y la población general para lograr una mayor eficiencia a nivel local, provincial, 
nacional y regional [15,96]. 
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3.8. Historia del DENV 
Antes de 1970 sólo nueve países, principalmente localizados en el sudeste 
asiático, habían informado casos de dengue grave. En la actualidad, la transmisión 
alcanzó áreas urbanas y suburbanas distribuidas en todo el mundo. Se han notificado 
casos endémicos de la enfermedad en más de 100 países de las regiones de África, el 
Mediterráneo Oriental, América, Asia Sudoriental y el Pacífico Occidental, siendo las 
últimas tres las regiones más gravemente afectadas [90]. 
Entre 1950 y 1960, la Organización Panamericana de la Salud (OPS) implementó 
campañas para eliminar al vector (Aedes aegypti) de toda América, favorecidas por el 
advenimiento del insecticida DDT (dicloro difenil tricloroetano). Hacia 1970, se había 
logrado la completa eliminación del vector en 16 países del continente. Pese a los 
esfuerzos realizados, el deterioro del programa de erradicación a lo largo del tiempo 
tuvo lugar principalmente debido a la pérdida de importancia política en la mayoría de 
los países que habían logrado la erradicación. La disminución gradual de la vigilancia, 
permitió la progresiva recolonización del mosquito y posterior reemergencia del 
dengue. Como consecuencia, en las últimas décadas se ha observado un aumento 
significativo en la incidencia del virus en el continente americano [97]. 
La mayoría de los países limítrofes con Argentina han informado casos de dengue 
con circulación de más de un serotipo. DENV-1 se ha notificado en Brasil desde 1986, 
con brotes anuales a partir de 1995 y en Bolivia desde 1987, con brotes anuales a 
partir de 1999. Paraguay también notificó casos de DENV-1 desde 1888 con brotes 
entre 1999-2002 y a partir de 2009, mientras que Chile ha informado de casos desde 
2002. En Uruguay se notificaron los primeros casos autóctonos de DENV-1 a principios 
de 2016, luego de 100 años sin reportes de la enfermedad [97–99]. 
En Argentina el dengue alcanzó nuevamente el territorio en los años noventa, 
siendo las provincias del norte que se encuentran en contacto con países limítrofes las 
más afectadas. La reemergencia de dengue (DENV-2) en nuestro país se produjo en 
1998, con la provincia de Salta como epicentro del brote [100]. En los años siguientes 
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se presentaron casos ininterrumpidamente [101]. Durante el año 2009 ocurrió un 
brote de gran importancia en el país, donde se alcanzaron 26923 casos autóctonos 
confirmados entre las semanas epidemiológicas 1 a 25. Recientemente, en el 2016 
ocurrió el brote de mayor magnitud detectado hasta el momento en nuestro país, 
donde se alcanzaron 40072 casos autóctonos durante las mismas semanas 
epidemiológicas. Hasta la semana epidemiológica 25 del año 2016, los casos 
acumulados superaron en un 48,8% a los registrados en el 2009 para el mismo período 
[102].         
En la ciudad de Buenos Aires y el Área Metropolitana (AMBA), la presencia del 
vector se registra desde 1995 [103]. A fines de los años noventa, cuando se 
comenzaron a detectar nuevamente casos de dengue en el país, se estableció un 
programa de vigilancia de dengue y otros patógenos emergentes [104]. Durante 1999, 
Paraguay reportó un brote de DENV-1 y los primeros casos importados llegaron a 
AMBA, sin evidencia de transmisión local [105]. Desde el año 2000 en adelante, se han 
registrado casos de DENV de distintos serotipos sin detectar circulación local sostenida 
del virus en la ciudad. Posteriormente, en los últimos meses del año 2008 y junio del 
2009, se produjo un brote de DENV-1 en Bolivia y algunas provincias del norte 
argentino, con más de 25000 casos detectados en nuestro país. Este brote alcanzó la 
región del AMBA, donde el mayor número de casos fue confirmado entre febrero y 
mayo de 2009, detectándose transmisión local por primera vez [106]. Durante el 
verano siguiente (2010), también se determinó la circulación de DENV-1 pero sin 
transmisión local sostenida; lo mismo sucedió en años posteriores donde también se 
detectaron casos de DENV. Durante el brote del 2016, el número de casos detectados 
en residentes de AMBA que no presentaban antecedentes de viaje a zonas con 
circulación activa del virus resultó ser casi 10 veces mayor a la notificada en todo el 
año 2009. En la figura 10 se puede observar la serie histórica de casos de dengue en 
función del lugar de residencia publicada por la Subsecretaría de Planificación Sanitaria 
del gobierno de la Ciudad de Buenos Aires en su boletín informativo titulado: 
“Enfermedades transmitidas por mosquitos Aedes aegypti  en la Ciudad de Buenos 
Aires - Sala de Situación 2016 (Actualización al 8 de abril de 2016)” [107]. 
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Figura 10. Serie histórica de casos de dengue en función del lugar de residencia. 
Subsecretaría de Planificación Sanitaria del gobierno de la Ciudad de Buenos Aires [107]. 
Como se ha mencionado, el DENV ha reemergido en América a partir de los años 
´90 tornándose un grave problema de la salud pública dado el abrupto incremento en 
el número de casos que ha causado. Sucesivos brotes han afectado nuestro país, 
inicialmente en su zona noroeste, hasta alcanzar la Ciudad de Buenos Aires donde han 
ocurrido incluso brotes autóctonos. En la ciudad el vector circula desde 1995 [103], 
existe un alto número de casos de DENV introducidos desde distintos países 
endémicos, y también se ha instalado en la ciudad evidenciado por un gran número de 
casos autóctonos durante el año 2016. Por todo lo expuesto, se considera de gran 
importancia la vigilancia del vector y del virus. Describir su estructura genética, así 
como elucidar sus procesos evolutivos, permitirá contribuir a dilucidar los factores 
implicados en la reemergencia y gran crecimiento de los casos de DENV a nivel local y 
mundial. 
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HIPOTESIS 
Partiendo de la base del crecimiento abrupto que han tenido los casos de DENV 
en los últimos años, hasta la ocurrencia de casos autóctonos detectados en el Área 
Metropolitana de Buenos Aires, surge la hipótesis de que algún factor genético viral 
podría haber permitido al virus adaptarse a nuestra zona, una región donde se creía 
poco probable la circulación local del virus.  
De esta hipótesis se deprende el siguiente objetivo general y los respectivos 
objetivos específicos. 
OBJETIVOS 
1. Objetivo general 
El objetivo del presente trabajo es ampliar el conocimiento sobre la 
epidemiología molecular del virus dengue que circuló en Buenos Aires en el período 
1999-2013; para poder inferir su historia y dinámica de dispersión, así como también 
determinar si existieran características genómicas únicas asociadas a su capacidad 
replicativa. 
2.  Objetivos específicos 
a) Obtener las secuencias genómicas completas de los DENV-1, DENV-2 y 
DENV-3 que se han detectado y aislado en el Laboratorio de Virología del HNRG en el 
período 1999-2013. 
b) Analizar las secuencias genómicas obtenidas de estos virus. 
c) Para aquellos serotipos con circulación autóctona, determinar el efecto 
de las variaciones en las secuencias virales sobre la capacidad replicativa del virus. 
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d) Evaluar la dinámica de dispersión del virus, establecer relaciones 
filogenéticas y filogeográficas que nos permitan conocer las rutas de dispersión y 
localización de este patógeno, tanto a escala global como local. 
e) Dada la circulación de DENV autóctono en la Ciudad de Buenos Aires 
durante el 2009, se propone caracterizar molecularmente los eventuales brotes de las 
mismas características que pudieran surgir durante el transcurso de esta tesis. 
En el contexto de este trabajo es importante destacar la relevancia de la 
aplicación de herramientas de biología molecular y bioinformáticas para la 
búsqueda de recursos innovadores en temas de salud pública en una patología 
emergente en nuestro país.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Metodología general DENV 
1.1. Ética 
Las autoridades del Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez” y sus Comités de 
Ética y Docencia han evaluado y aprobado la realización del presente trabajo (IRB Nu 
10.46). 
1.2. Muestras 
En este trabajo se analizaron muestras de suero de pacientes con sospecha de 
infección por DENV recibidas en el Laboratorio durante los años 1999-2016, en el 
Marco del Programa de Vigilancia de Patógenos Emergentes del Gobierno de la Ciudad 
de Buenos Aires. La confirmación de la enfermedad se realizó mediante dos métodos 
independientes en función del estadio de la enfermedad: 
 Fase aguda (menos de seis días de comenzados los síntomas): se evaluó el 
antígeno NS1 en suero (Platelia test, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) y la presencia de 
ARN viral por transcripción reversa, seguida de amplificación mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (RT-PCR) o real-time RT-PCR (qRT-PCR); 
 Fase convaleciente (seis o más días de comenzados los síntomas) se determinó 
en forma cualitativa la presencia de anticuerpos IgM e IgG anti-DENV por ELISA (Dx 
SelectTM; Focus Diagnostic, Cypress, CA, USA). 
Las muestras con resultados positivos para DENV se conservaron a -70 °C hasta 
su posterior utilización en los distintos estudios que se detallarán a continuación. 
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1.3. Diagnóstico de DENV 
1.3.1. Detección del antígeno viral NS1 
La producción de NS1 se detectó en sueros utilizando un kit comercial 
inmunoenzimático de captura de antígeno (ELISA) (Plateliatest, Bio-Rad, Hercules, CA, 
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados semicuantitativos 
obtenidos se expresaron como el valor de la absorbancia a 450 nM/valor de corte 
(Relación de positividad: Rp). Cabe destacar que esta técnica de detección se comenzó 
a utilizar en nuestro laboratorio a partir del año 2009. 
1.3.2. Detección de DENV por técnicas moleculares 
La presencia de genoma viral se detectó por RT-PCR ó qRT-PCR dependiendo del 
período analizado.  
Durante los primeros años estudiados, la detección específica de ARN de DENV 
se realizó mediante una RT-PCR descrita por Lanciotti y colaboradores, 1991 [108]. La 
misma consistió en una PCR con dos rondas de amplificación. Inicialmente, se generó 
el ADN complementario (ADNc) y se amplificó a ADN doble cadena (ADNds) con 
cebadores genéricos para los cuatro serotipos (D1 y D2), utilizando el kit de QIAGEN 
(OneStep RT-PCR Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). Luego, se realizó una segunda 
amplificación con GoTaq® DNA Polymerase (Promega Corporation, USA) para 
determinar el serotipo mediante cebadores específicos (TS1, TS2, TS3, TS4). Los 
productos obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer 
TAE (Tris-Acetato-EDTA) con bromuro de etidio (BrEt) (técnica descripta en el inciso 
1.6.2.) y se definió el serotipo en función del tamaño del fragmento amplificado. Los 
cebadores utilizados se detallan en la tabla 1. Las reacciones se llevaron a cabo 
siguiendo las recomendaciones del fabricante en un volumen final de 25 μL (Tabla 2). 
Para la primer PCR las condiciones de ciclado fueron 30 minutos a 50 °C; 15 minutos a 
94 °C; 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 55 °C, 2 minutos a 72 °C y 7 minutos 
a 72 °C. Para la PCR con cebadores específicos las condiciones de ciclado fueron 20 
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 1 minuto a 72 °C. Como control 
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negativo para todas las reacciones se utilizó agua y como controles positivos, ARNs 
extraídos de cultivos positivos. 
Tabla 1. Secuencias de cebadores y tamaño del fragmento obtenido mediante RT-PCR. 
 
Tabla 2. Reacciones de PCR. 
 
A partir del 2009, la detección específica de ARN de DENV se realizó mediante 
qRT-PCR utilizando un ciclador CFX-96 real-time PCR detection system (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA). El algoritmo diagnóstico por este método constó de una primera 
qRT-PCR genérica para DENV (Pan-Dengue). En aquellas muestras positivas, se 
determinó el serotipo mediante cuatro qRT-PCR independientes con cebadores 
específicos (DENV-1, 2, 3, 4). Los cebadores y sondas utilizados se detallan en la tabla 3 
[109]. Las reacciones se realizaron utilizando el kit comercial SuperScript® III Platinum® 
One-Step qRT-PCR Kit, Invitrogen siguiendo las concentraciones recomendadas por el 
fabricante en un volumen final de 25 μL, tabla 4. Las condiciones de ciclado fueron 30 
minutos a 50 °C; 2 minutos a 95 °C; 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 15 segundos a 
55 °C. Como control negativo para todas las reacciones se utilizó agua y como 
controles positivos, ARNs extraídos de cultivos positivos para cada serotipo analizado.  
Cebador Secuencia Tamaño del fragmento amplificado (pb)
D1 5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'
D2 5'-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3'
TS1 5'-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' 482 (D1 y TS1)
TS2 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3' 119 (D1 y TS2)
TS3 5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3' 290 (D1 y TS3)
TS4 5'-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' 392 (D1 y TS4)
511
RT-PCR Nested-PCR
1º Ronda 2° Ronda
Agua libre de nucleasas 15,75 Agua libre de nucleasas 17,75
5X QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5 5X GoTaq Reaction Buffer 5
dNTPs 10mM mix 0,50 dNTPs 10mM mix 0,50
D1+D2 (50 pmol/µl) 0,50 D1+ TS1,2,3,4 (50 pmol/µl) 0,50
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0,25 Taq DNA polymerase  5 U/µl 0,25
Total Mezcla de reacción 22 Total Mezcla de reacción 24
RNA 3 cDNAds                                                               1
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Tabla 3. Secuencias de cebadores y sondas utilizadas para las qRT-PCR. 
 
Tabla 4. Reacciones de qRT-PCR. 
 
F: cebador foward. R: cebador reverse. 
Esta qRT-PCR se utilizó además para la cuantificación viral en los ensayos 
biológicos que se detallarán posteriormente. 
1.3.3. Determinación cualitativa de anticuerpos 
Los anticuerpos IgM e IgG anti-DENV se determinaron mediante un ensayo 
cualitativo de ELISA. La detección de IgM se realizó con el kit Dengue Virus IgM Capture 
DxSelect™ (Focus Diagnostic, Cypress, CA, USA), mientras que la detección de 
anticuerpos IgG anti-DENV se realizó mediante el kit Dengue Virus IgG Dx Select™ 
(Focus Diagnostic, Cypress, CA, USA) en muestras de suero pareadas. En ambos casos 
se siguieron las instrucciones del fabricante. 
1.4. Amplificación de virus en cultivo celular 
Con el objetivo de obtener stock viral suficiente para amplificar el genoma 
completo de las muestras utilizadas en este trabajo, se realizaron cultivos en líneas 
Dfa(Foward ) 5'-nt10576-AGGACYAGAGGTTAGAGGAGA-nt10596-3'
DRb (Reverse ) 5'-nt10683-CGYTCTGTGCCTGGAWTGAT-nt10664-3'
DPc (Sonda ) 5'-nt10615-6FAM-ACAGCATATTGACGCTGGGARAGACC-TAMRA-nt10640-3'
D1V2F (Foward) 5'-nt255-ATACCYCCAACAGCAGGAATT-nt275-3'
D1V2R (Reverse) 5'-nt403-AGCATRAGGAGCATGGTCAC-nt384-3'
D1V2P (Sonda) 5'-nt276-6FAM-TTGGCTAGATGGRGCTCATTCAAGAAGAAT-TAMRA-nt305-3'
D2V2F (Foward) 5'-nt16-TGGACCGACAAAGACAGATTCTT-nt38-3'
D2V2R (Reverse) 5'-nt218-CGYCCYTGCAGCATTCCAA-nt200-3'
D2V2P (Sonda) 5'-nt148-6FAM-CGCGAGAGAAACCGCGTGTCRACTGT-TAMRA-nt173-3'
D3F (Foward ) 5'-nt113-AAGACGGGAAAACCGTCTATCAA-nt135-3'
D3R (Reverse ) 5'-nt197-TTGAGAATCTCTTCGCCAACTG-nt176-3'
D3P (Sonda ) 5'-nt137-6FAM-ATGCTGAAACGCGTGAGAAACCGTGT-TAMRA-nt1623'
D4V2F(Foward ) 5'-nt271-CCATCCCACCRACAGCAGG-nt289-3'
D4V2R (Reverse ) 5'-nt383-CAAGATGTTCAGCATGCGGC-nt364-3'
D4V2P (Sonda ) 5'-nt302-6FAM-ATGGGGACAGTTRAAGAAAAAYAAGGCCAT-TAMRA-nt331-3'
DENV-1
DENV-2
DENV-3
DENV-4
PanDengue    
(Todos los 
serotipos)
PanDengue DENV-1 DENV-2 DENV-3,4
Agua libre de nucleasas 4,40 µL 4,30 µL 6,30 µL 4,30 µL
2X Reaction Mix 12,50 µL 12,50 µL 12,50 µL 12,50 µL
Mix de cebadores 0,10 µL (50 µM) 0,20 µL (50 µM) 0,20 µL (F:33,3 µM-R:66,6 µM) 0,20 µL (50 µM)
Sonda 2,50 µL (1 µM) 2,50 µL (1 µM) 0,50 µL (10 µM) 2,50 µL (2 µM)
SuperScript® III/Platinum® TaqMix 0,50 µL 0,50 µL 0,50 µL 0,50 µL
Mix 20 µL 20 µL 20 µL 20 µL
RNA 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL
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celulares. Se inocularon muestras de suero positivas para DENV en monocapas de 
células C6/36 (línea celular derivada de un clon de Aedes albopictus, catálogo ATCC 
CRL-1660) en medio Leivobitz adicionado con 2% de suero fetal bobino (SFB). Cuando 
el efecto citopático fue mayor al 50% (generalmente al cuarto o quinto día 
postinfección del 2do pasaje), se cosecharon las células y se confirmó la infección 
mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales Anti-Dengue 
Virus MAB10227 (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EEUU). Aquellos cultivos 
confirmados positivos para DENV fueron sometidos a ciclos de congelamiento-
descongelamiento para favorecer la ruptura celular y liberación del virus y se 
clarificaron mediante 10 minutos de centrifugación a 3500 g. 
1.5. Extracción de ARN viral 
A partir de 200 µL del sobrenadante libre de células obtenido del cultivo celular 
se extrajo el ARN viral por columnas utilizando el kit comercial de Invitrogen (Carlsbad, 
CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN extraído se eluyó en 60 µL 
del buffer de elución correspondiente. 
En aquellas muestras no amplificadas por cultivo celular, el ARN viral se extrajo a 
partir de 200 µL de suero, utilizando tecnología de partículas magnéticas mediante un 
BioRobot EZ1 (EZ1 Virus Mini Kit v2.0; QIAgen, Valencia, CA, USA), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El ARN extraído se eluyó en 60 µL de buffer de elución 
correspondiente. 
Los ARNs extraídos se guardaron a -20 °C ó a -70 °C según el tiempo de 
almacenamiento previo a su uso. 
1.6. Secuenciación por el método de Sanger 
1.6.1. Amplificación por RT-PCR para la caracterización molecular de DENV 
Una de las estrategias de amplificación de los genomas virales consistió en 
obtener fragmentos solapados que cubrieran el genoma viral. Los fragmentos fueron 
obtenidos mediante RT-PCR utilizando el kit de QIAGEN (OneStep RT-PCR Kit, QIAGEN, 
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Hilden, Alemania) para DENV-1 y el kit de Invitrogen (SuperScript® III One-Step RT-PCR 
System with Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen, Carlsbad, USA) para DENV-3. 
Se utilizaron tantas combinaciones de cebadores como fuera necesario, para cubrir 
todo el genoma o el fragmento deseado. Las condiciones de ciclado fueron variando 
según el kit utilizado y se detallan a continuación en los apartados específicos de cada 
serotipo. Como control positivo para todas las RT-PCR se utilizaron ARN extraídos de 
cultivos positivos para cada serotipo analizado. Como control negativo se utilizó agua.  
1.6.2. Visualización y Purificación de los productos amplificados 
Los productos de amplificación obtenidos fueron sometidos a electroforesis en 
gel de agarosa al 2% en buffer TAE (Tabla 5) con bromuro de etidio. Para cada gel se 
utilizaron 70 mL de buffer TAE 1X, 1,40 gramos de agarosa y 7 µL de BrEt1 μg/ml. Una 
vez polimerizado el gel se ubicó en la cuba de electroforesis y se cubrió con buffer TAE 
1X. Se sembraron las muestras premezcladas con buffer de siembra 6X, Biodynamics 
(Tabla 5). La electroforesis se realizó a 80 voltios (V) durante 35 minutos. Finalmente 
los geles se visualizaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta (UV) en un equipo Gel DOC 
XR+ utilizando el software asociado (Quantity One® v4.6.8, Bio-Rad). Según el peso del 
fragmento amplificado en cada PCR, determinado por comparación con un marcador 
de peso molecular (100 bp ADN Ladder, Promega), se verificó la presencia de la banda 
correcta y se escindió el taco de gel que la contenía para su posterior purificación. Los 
productos obtenidos por PCR se purificaron con el kit comercial Zymoclean™ Gel DNA 
Recovery Kit (Zymo Research, Irvine, California 92614, USA) según indicaciones del 
fabricante. EL ADN purificado se eluyó en 15 µL de buffer de elución y se conservó a -
20 °C. 
Tabla 5. Composición de los buffer utilizados en la electroforesis en gel de agarosa. 
  
Tris base 242 g/L
Ácido Acético Glacial 57,10 mL
EDTA 0,50 M, pH 8 100 mL
Agua destilada c.s.p 1L
EDTA pH 7,50  50 mM
Glicerol 50% (p/v)
Tris-HCl 10 mM
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v)
Buffer  TAE 50X
Buffer  de siembra 6X
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1.6.3. Incorporación de terminadores de cadena marcados, purificación y 
electroforesis capilar en secuenciador automático. 
Cada fragmento obtenido se secuenció con terminadores de cadena marcados 
con fluoróforos comerciales siguiendo el protocolo del fabricante (BigDye Terminator 
v3.1, Invitrogen, Carlsbad, US). Se utilizaron 2 µL del templado purificado, se 
combinaron con 7 µL de la mezcla de reacción para secuenciar (Tabla 6) y 1 µL del 
cebador de secuenciación correspondiente a 5 µM, volumen final 10 µL (dilución final 
BigDye 1/8). Las condiciones de ciclado fueron 1 minuto a 96 °C; 25 ciclos de 10 
segundos a 96 °C, 5 segundos a 50 °C y 2 minutos a 60 °C; finalmente 1 minuto a 4 °C.  
Tabla 6. Composición de la mezcla de reacción para secuenciar. 
 
Los productos marcados se purificaron por precipitación con isopropanol. Para 
ésta, a cada pocillo con 10 µL de templado marcado se le agregó 15 µL de agua libre de 
nucleasas y 30 µL de isopropanol 100%. Se agitó rápidamente e incubó protegido de la 
luz por 20 minutos a temperatura ambiente; luego se centrifugó a 1610 g por 45 
minutos. Se descartó el sobrenadante por inversión y se agregaron 200 µL de 
isopropanol 80%. Se agitó rápidamente y se centrifugó por 20 minutos a 1610 g. Luego, 
se descartó el sobrenadante por inversión y se dejó secar el precipitado por unos 
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendió el precipitado en 10 µL 
de formamida (agente desnaturalizante). Se realizó un paso de desnaturalización a 95 
ºC por dos minutos y luego se llevó el mismo tiempo a 0 ºC. 
Los productos marcados y purificados se sometieron a electroforesis capilar en 
un secuenciador automático, ABI3500® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). 
Cada fragmento fue leído en ambos sentidos de manera de obtener una cobertura de 
al menos 2X. 
  
Agua libre de nucleasas 4,75 µL
BigDye Buffer 1,75 µL
BigDye 0,50 µL
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1.7. Secuenciación de nueva generación: NGS 
Con el fin de poder abordar una nueva tecnología, la cual nos permitió obtener 
secuencias de genomas completos aún en aquellos casos en que no se contaba con 
cebadores específicos, se implementó la secuenciación de nueva generación utilizando 
un equipo MiSeq, Illumina. Consideramos que la utilización de una técnica tan 
innovadora, sería muy enriquecedor para este trabajo de tesis. 
El método desarrollado por Illumina utiliza la tecnología de secuenciación por 
síntesis (SBS). Ésta permite detectar cada base individual a medida que se va 
incorporando a la secuencia de ADN dado que utiliza cuatro nucleótidos marcados. 
Durante cada ciclo de secuenciación un único nucleótido marcado es liberado al medio 
para permitir su unión, en caso de unirse, la marca actúa como terminador para la 
polimerización, entonces la señal fluorescente es registrada por el equipo. Finalmente, 
la marca se cliva enzimáticamente para permitir la incorporación de la siguiente base 
correspondiente. El llamado de cada base se realiza en cada ciclo en función de la señal 
fluorescente detectada. Esta manera de secuenciar permite reducir los errores que 
pueden existir en regiones con nucleótidos repetitivos.  
Existen distintas metodologías que se seleccionan en función del tamaño de los 
fragmentos a secuenciar.  Cada fragmento se puede secuenciar desde un solo extremo 
(del inglés single-end), o a partir de los dos extremos de cada fragmento (del Inglés 
paired-end). Este último, permite obtener dos lecturas del mismo fragmento (una en 
cada sentido) por lo que favorece la lectura de fragmentos largos y a su vez, facilita la 
detección de elementos repetitivos y rearreglos genómicos.  
Previo al inicio de la secuenciación por NGS se deben realizar una serie de pasos 
que se agrupan bajo el nombre de “preparación de la biblioteca”. Entre estos se 
incluye la tagmentación del genoma en fragmentos aleatorios, la incorporación de 
adaptadores y la unión de secuencias específicas (index) que permiten identificar cada 
muestra. El soporte donde ocurre la secuenciación es una celda de flujo (del inglés flow 
cell). En ella se inmoviliza el templado mediante la unión de oligos, presentes en la 
MATERIALES Y METODOS - 40 
 
celda de flujo, complementarios a los adaptadores incorporados a cada fragmento 
durante la preparación de las bibliotecas. Luego de que el templado se fija la celda de 
flujo, mediante un proceso de amplificación en puente, se generan clones de cada 
molécula de templado que se agrupan muy próximos unos de otros (en un diámetro de 
un micrón o menos). Cada uno de esos grupos de clones de molécula única se 
denomina cluster. En la figura 11 se resumen los pasos principales de la secuenciación 
por NGS. 
 
Figura 11. Pasos representativos de la secuenciación de nueva generación. 
Adaptado de Illumina [79]. 
A continuación se detalla el protocolo general llevado a cabo. 
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1.7.1. Preparación y extracción de muestras 
Previa a la extracción de ARN por columnas detallada en el inciso 1.5., a las 
muestras se les realizó un tratamiento con DNasa I con el fin de eliminar el ADN 
existente en las mismas. Para esto, se tomaron 200 µL del cultivo y se centrifugaron a 
máxima velocidad por 5 minutos. Se tomó el sobrenadante y se le agregó 10 µL de 
DNasa I RNasa-free y 2 µL de 100X Reaction Buffer (Thermo Fisher Scientific). Se incubó a 
37 °C por una hora. Luego, se inactivó la DNasa I con 20 µL de EDTA 500 mM y se 
procedió con la técnica de extracción de ARN por columnas ya mencionada. 
1.7.2. Verificación del producto extraído 
Se evaluó la concentración de ARN obtenido en los productos resultantes de la 
extracción mediante un fluorómetro Qubit® v.2, Invitrogen. Para ésto se utilizó un kit 
comercial específico y selectivo para cuantificar muestras de ARN de baja abundancia 
(Qubit® RNA HS Assay Kit, Molecular Probes). El mismo cuenta con dos estándares que 
permiten calibrar el equipo. Se midieron 2 µL de muestra en 198 µL de Qubit® Working 
Solution mix compuesta por 199 µL de Qubit® RNA Buffer y 1 µL de Qubit® RNA 
Reagent. En cada caso se mezcló la Qubit® Working Solution mix con la muestra, se 
incubó a temperatura ambiente y protegido de la luz por 2 minutos, y luego se 
procedió con la medición en el fluorómetro. 
A su vez, se evaluó semicuantitativamente la presencia de ARN de DENV 
mediante qRT-PCR como se describió en el inciso 1.3.2., a través de la determinación 
del ciclo en el que se empezó a detectar el aumento de fluorescencia (ciclo de 
cuantificación: Cq) en cada extracto. 
1.7.3. Amplificación con cebadores al azar 
A cada producto extraído y cuantificado se le realizó una ronda de PCR con 
cebadores al azar que permitió amplificar aleatoriamente el ácido nucleico de partida 
(Tabla 7). 
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Tabla 7. Secuencia de los cebadores al azar (5’-3’). 
 
Inicialmente se realizó una retrotranscripción del ARN que permitió obtener 
ADNc. Para esto se armó una mezcla de reacción conteniendo 2,40 µL de agua libre de 
nucleasas, 0,20 µL de cebadores SISPA A (100 µM), 1 µL de mix de dNTP (10 mM cada 
uno), y 10 µL del ARN extraído. Se realizó un paso de desnaturalización a 65 °C por 5 
minutos, seguido de 1 minuto en hielo. Luego, se completó la mezcla de reacción con 4 
µL de 5X First Standard Buffer, 1 µL de DTT (Ditiotreitol 0,1M), 0,40 µL de RNase 
Ribogurard (100U/µL) y 1 µL de SuperScript® III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher 
Scientific). El programa de amplificación constó de 5 minutos a 25 °C, 60 minutos a 50 
°C y 15 minutos a 70 °C. 
Partiendo del ADNc obtenido, se generó la cadena complementaria de los 
mismos utilizando el fragmento Klenow de la enzima ADN polimerasa con el fin de 
obtener ADN doble cadena. Para esto, se armó una mezcla de reacción conteniendo 10 
µL de agua libre de nucleasas, 2 µL de NE Buffer 2 10X, 0,50 µL de cebadores SISPA A 
(100 µM), 1 µL de mix de dNTP (10 mM cada uno), y 6 µL del ADNc obtenido. Se realizó 
un paso de desnaturalización a 94 °C por 2 minutos, seguido de 2 minutos en hielo. 
Luego, se completó la mezcla de reacción con 0,50 µL de ADN Polymerase I, Large 
(Klenow) Fragment (5 U/µL) (New England  BioLabs). Se procedió a incubar la mezcla 
de reacción por 30 minutos a 37 °C, seguido de 20 minutos a 75 °C. 
Finalmente, el ADNds obtenido fue amplificado. Para esto, se armó una mezcla 
de reacción conteniendo 14 µL de agua libre de nucleasas, 5 µL de 5X Colorless GoTaq® 
Reaction Buffer, 0,40 µL de cebadores SISPA B (50 µM), 0,50 µL de mix de dNTP (10 
mM cada uno), 0,10 µL de enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Madison, USA) y 
5 µL del ADN obtenido. El programa de amplificación constó de un paso de 5 minutos a 
95 °C; 40 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 65 °C y 2 minutos a 72 °C; y una 
extensión final de 10 minutos a 72 °C. Esta última PCR se realizó por duplicado con la 
finalidad de obtener un volumen total de amplificado adecuado según las 
especificaciones del kit de purificación que se utilizó posteriormente. 
SISPA A GTTCTACACGAGTCACTGCAGNNNNNNNTGGC
SISPA B GTTCTACACGAGTCACTGC
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Se utilizó el kit de purificación Purelink Quick Gel Extraction and PCR Purification 
Combo Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), según indicaciones del fabricante. La elución 
se realizó en 15 µL del buffer correspondiente. 
1.7.4. Verificación del producto amplificado y purificado 
Se verificó el producto amplificado y purificado por tres métodos: 
 Inicialmente se evaluó el producto obtenido luego de la PCR con cebadores 
SISPA B mediante una qPCR con el kit comercial Sso Advanced™ Universal SYBR® Green 
Supermix, Bio-Rad. Para esto se armó una mezcla de reacción conteniendo 10 µL de 
SYBR master mix, 0,30 µL de cebadores SISPA B (50 µM), 7,70 µL de agua libre de 
nucleasas y 2 µL del ADN obtenido en los productos resultantes de la purificación. El 
programa de amplificación constó de 45 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 5 segundos a 95 
°C y 30 segundos a 55 °C; luego se realizó un análisis de alta resolución de fusión (del 
inglés melting). 
 Adicionalmente, se evaluó la concentración de ADN obtenido mediante un 
fluorómetro Qubit®, Invitrogen. En este caso, como luego de las PCR realizadas el 
producto obtenido fue ADN doble cadena, se utilizó un kit comercial específico y 
selectivo para cuantificar muestras de ADN (Qubit® dsDNA HS Assay Kit, Molecular 
Probes). Las características del kit y el procedimiento realizado para cuantificar fueron 
iguales a los detallados en el inciso 1.7.2. para el kit de ARN.  
 A su vez, se realizó una qPCR utilizando el kit Kapa Probe Fast qPCR (Applied 
Biosystems) y los cebadores específicos detallados en el inciso 1.3.2. Para esto se armó 
una mezcla de reacción conteniendo 6,25 µL de agua libre de nucleasas, 10 µL de 2X 
Kapa Reaction Mix, 0,50 µL de cebadores 50 µM, 0,25 µL de sonda específica 10 µM, 3 
µL de ADN purificado. El programa de amplificación constó de un paso de 3 minutos a 
95 °C y 55 ciclos de 10 segundos a 95 °C, 45 segundos a 60 °C. 
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1.7.5. Preparación de bibliotecas de ADN 
Para la preparación de las bibliotecas se utilizó el kit comercial Nextera XT DNA 
Library Preparation Kit (Illumina). Este kit requiere1 ng de ADN como muestra inicial (5 
µL a una concentración de 0,20 ng/µL). Se realizaron las diluciones correspondientes 
para obtener cada muestra a analizar en la concentración indicada para comenzar con 
el protocolo que se describe a continuación. 
Inicialmente se realizó el paso de tagmentación que consiste en que el ADN de 
partida es fragmentado y “etiquetado” con los adaptadores para la secuenciación final. 
Para eso se utilizaron los reactivos incluidos en el Kit de Nextera XT y se siguió el 
protocolo sugerido por el fabricante.  
Luego, el ADN ya tagmentado se amplificó por un paso de PCR. Este paso 
adiciona los index a cada fragmento tagmentado que permitirá luego reconocer cada 
una de las muestras ensayadas en la secuenciación. A su vez estos index permitirán 
luego la formación de clusters en la celda de secuenciación. Para eso se utilizaron los 
reactivos incluidos en el Kit de Nextera XT y se siguió el protocolo sugerido por el 
fabricante. 
En el siguiente paso denominado PCR clean up, se purificaron las bibliotecas 
obtenidas seleccionando el ADN con un tamaño de fragmento adecuado (>300 pb.). 
Para eso se utilizaron perlas magnéticas (Agencourt AMPure XP Beads, Beckman 
Coulter, Inc.) y los reactivos incluidos en el Kit de Nextera XT. Se siguió el protocolo 
sugerido por el fabricante.  
Posteriormente, se evaluó la concentración de ADN de las bibliotecas obtenidas 
de cada una de las muestras. Para esto se utilizó un fluorómetro Qubit® (Invitrogen), el 
kit utilizado fue (Qubit® dsDNA HS Assay Kit, Molecular Probes) como en el inciso 1.7.4. 
A su vez, para cuantificar bibliotecas teniendo en cuenta los adaptadores 
colocados, se realizó una qPCR específica utilizando NEBNext Library Quant Kit for 
Illumina, New England BioLabs. El mismo cuenta con los estándares que permiten 
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obtener la curva de calibrado que permitió saber la concentración presente en cada 
biblioteca. Se realizaron las diluciones necesarias de cada una de las muestras según 
las instrucciones del fabricante. El programa de amplificación constó de 1 minuto a 95 
°C y 35 ciclos de 15 segundos a 95 °C seguidos de 45 segundos a 63 °C. 
Luego, se realizó la normalización y desnaturalización de las bibliotecas. En 
función de las concentraciones obtenidas en la cuantificación de bibliotecas, se 
ensayaron dos metodologías distintas: normalización por perlas magnéticas 
(recomendada por el fabricante Illumina) y normalización manual. Cabe señalar, que el 
fin de la normalización es lograr que todas las bibliotecas estén igualmente 
representadas en la secuenciación.  
La normalización por perlas magnéticas se realizó siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. Cuando se evaluó la normalización manual,  se realizaron diluciones con 
el fin de que cada una de las muestras esté presente en la misma concentración.  
1.7.6. Pool de muestras y cargado en el secuenciador 
Para la preparación del pool de muestras, se mezclaron 5 µL de cada biblioteca 
normalizada a la concentración indicada por el fabricante (2 nM). Luego, se continuó 
con el protocolo sugerido para desnaturalizar el pool de muestras y preparar el control 
interno. 
 Para las muestras normalizadas por perlas magnéticas: 
En un tubo nuevo se realizó una dilución del pool de muestras con el 
Hibridization Buffer (HT1) recomendada por el fabricante. Se realizó una dilución 1/24 
utilizando 576 µL de HT1 y 24 µL del pool de bibliotecas, se mezcló vigorosamente y se 
centrifugó por 1 minuto a 280 g. Para realizar la desnaturalización de las bibliotecas, se 
incubó en termobloque (AccuBlock™ Digital DryBaths, Labnet International, Inc.) a 
98°C por 2 minutos, y luego se llevó a hielo por 5 minutos. 
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 Para las muestras normalizadas manualmente: 
Del pool de muestras se tomaron 5 µL y se le agregaron 5 µL de NaOH 0,20 N 
recién preparado para desnaturalizar las bibliotecas. Se mezcló vigorosamente, se 
centrifugó por 1 minuto a 280 g y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. El 
producto obtenido (10 µL) se diluyó 1/100 utilizando 990 µL de HT1 mantenido en 
hielo, para obtener 1mL del pool de bibliotecas desnaturalizadas a 10 pM. 
En ambos casos, se utilizó PhiX como control interno de las corridas. Para esto, se 
mezclaron 2 µL de PhiX 10 nM, 3 µL de HT1 mantenido en hielo y 5 µL de NaOH 0,20 N 
recién preparado. Se mezcló vigorosamente, se centrifugó por 1 minuto 280 g y se 
incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. El producto obtenido (10 µL) se diluyó 
1/100 utilizando 990 µL de HT1 mantenido en hielo, así se obtuvo PhiX a 20 pM. Luego 
se llevó la concentración de PhiX a 12,50 pM mezclando 375 µL del producto anterior 
con 225 µL de HT1 mantenido en hielo. 
Una vez obtenido el pool de bibliotecas y el control desnaturalizados, se 
mezclaron 594 µL del pool y 6 µL PhiX. El volumen final obtenido fue de 600 µL (1% 
PhiX). Dicho volumen se cargó en el reservorio del cartucho MiSeq reagent 
previamente descongelado a temperatura ambiente. El cartucho utilizado permitió 
realizar 500 ciclos de secuenciación con formato de lectura paired-end (2 x 250 pb.) 
(MiSeq Reagent Kit v.2, 500 Cycles, Illumina). La misma corresponde a una corrida en 
sentido forward de 250 pb (run 1) y  otra en sentido reverse de 250 pb (run 2).  
Finalmente, se cargaron el cartucho y la hoja de muestras (del inglés sample 
sheet) en el equipo MiSeq y se inició la secuenciación (duración 48 hs). 
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2. Metodología específica para cada serotipo: DENV-1, DENV-2 y DENV-3 
2.1. DENV-1 
2.1.1. Amplificación por RT-PCR 
Como fue mencionado en el inciso 1.6.1., se realizaron RT-PCR con el kit de 
QIAGEN (One Step RT-PCR Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). Se utilizaron 3 µL del ARN 
extraído y se combinaron con 9,45 µL de la mezcla de reacción (5,80 µL de agua libre 
de nucleasas, 2,50 µL de QIAGEN One Step RT-PCR Buffer 5X, 0,50 µL de dNTPs (10 mM 
cada uno), 0,50 µL QIAGEN One Step RT-PCR Enzyme Mix, 0,15 µL de la mezcla de 
cebadores (50 µM)). Los distintos cebadores utilizados se detallan en tabla 8. Los 
mismos fueron diseñados por Barrero y Mistchenko, 2004 [110] y por Holmes y 
colaboradores, 2005 [111]. 
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Tabla 8. Cebadores utilizados para obtener las secuencias del genoma de DENV-1. LOS 
nombres de los cebadores están referidos a la posición de la primera base respecto del genoma de 
DENV-1 Singapore 275/90 (E06832). 
 
El programa de amplificación consistió en un paso inicial de 30 minutos a 50 °C; 
15 minutos a 95 °C para inactivar la trascriptasa reversa (Omniscript and Sensiscript 
Reverse Transcriptase) y para activar la ADN polimerasa (HotStar Taq DNA 
Polymerase). Treinta y cinco ciclos de 15 segundos a 94 °C, 1 minuto a 50 °C y 2 
minutos a 72 °C. Finalmente, un ciclo de extensión de 10 minutos a 72 °C. Se 
incorporaron controles positivos y negativos como se explicó en el apartado de 
metodología general.  
2.1.2. Secuenciación de nueva generación: NGS 
Se aplicó la técnica de secuenciación de nueva generación con el fin de obtener 
los genomas de muestras de DENV-1 del año 2015 aisladas en el laboratorio. El 
Cebadores foward Secuencia 5'-3' Cebadores reverse Secuencia 5' -3' 
D1FIRST AGTTGTTAGTCTACGTGG 826 CATGTGCAAGAAAAAGGGCTATCA
104 GGCTCGACCGTCTTTCAAT 1127 GGTGGTGTTTGATATTTTAG
253 CCATACCCCCAACAGCAGGAAT 1491 GCCCAGTTCTAGGTGAGCAG
790 GGAGACTTGGGCTTTGCGACACCC 1653 CATGAGCTGTCTT(A,G)AATGTG
1035 CCAACATTGGACATTGAAC 1703 GTGCATTGCTCCTTCCTG
1208 GTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGC 2257 GTCCAAGAAACACCGCTGAACA
1232 TGCGGACTATTTGGAAAAGG 2904 GTAGGAGTCACGCAATTTCAACCA
1511 GGGCTGGACTTTAATGAGATGGTG 3475 ACCCTGCAGAGACCATTGATTTGA
1545 CACAAACAATGGTTTCTAG 3760 TCTCTGGATGTTA(G,A)TCTGC
2125 AAGCAACCGCCCGAGGAG 4119 GCCAACTTTTCCTTCCCCAGATTT
2817 CATTGACGGCCCAGATACTCCAGA 4226 CATGCCTCCAGCTATTAGT
2862 TGGGAAGTTGAGGACTATG  4603 CTGCCCAACAGTCCTCT
3006 ATAGAAAGTGAAAAGAACGAGACC 4625 GAAAACTCCCACTCCTACTTG
3350 TACGCTACCACCCTTACG 5028 GGGGCCCTTCTTGTGATGC
3264 GTGGATGAACATTGTGGAA 5049 CCTCGTCCTCAATCTCTGGTAG
3604 TGACATGGAATGATCTGAT 5653 ATCACCCGTTTCCCATTC
3986 TCTCTTCCCCTTATGCCTGTCC 5325 TCACGGGAGACAGGAGACG
4596 GGCAGGTCCCAAGTAGG 6292 AGCCAGCGGGGTCGTAGTTTC
5022 GGGCCCCTACCAGAGATTG 6965 CATGGGGGTGATAACTGT
5737 CCGAAATGGGAGCAAACTT 7253 AACGGTTGGATTTTTCATTATTC
6050 GAGTGCAGCAATAGACGGGGAGTA 7744 CTCAATTTGGCGGTTCCTCTCG
6695 GTTTTTCCTGATGGTGCTGCTTAT 8046 CGCGTAACGTTCTTCCTTCTTCTA
6987 ACAACGGCAAATATTTCCCTGACA 8504 GGCTGATCCTGATGGCTTGACC
7397 ACTGGCCACTGGACCTCTGACC 8927 TCTCTTCCCCATCATGTTGTAAA
7894 CAATCCCAATGGCGACCTA 9724 ATTTCCCTCCCATCCTTCATAA
8485 AGGT(C,T)AAGCCATCAGGAT 10245 GCCCCTTCGGATCACTCTCGT
8630  TGACACGCGCACACCAA 10672 TGCCTGGAATGATGCTGTAGAGAC
9226 AGCCCGAACATGCCCTACTGG 10735 AGAACCTGTTGATTCAAC
9592 CTCTGAATGATATGGGAAAAGTAA 
10020 CCATGGATGGAGGACAAA 
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protocolo llevado a cabo se desarrolló en el inciso 1.7. La normalización utilizada en 
este caso fue por perlas magnéticas. 
2.1.3. Caracterización del brote de DENV-1 del año 2009 
Dado que el DENV-1 durante el período de este trabajo de tesis ha sido el único 
serotipo de DENV capaz de lograr la circulación local en el AMBA, se han realizado 
distintos ensayos biológicos que permitieron ampliar el conocimiento sobre este 
patógeno. 
2.1.3.1. Titulación por unidades formadoras de placas (UFP) 
A partir de los stocks virales obtenidos por cultivo (inciso 1.4.), se realizaron 
cinco diluciones seriadas al décimo con medio MEM Eagle (del inglés Minimum 
Essential Medium) adicionado con 2% de SFB. Se inocularon 200 µL de cada dilución (1 
x 10-2 a 1 x 10-5) por duplicado ó triplicado, en placas de 24 pocillos con células BHK-21 
crecidas en monocapa. Se incubó una hora a 37 °C para permitir la adsorción del virus 
y luego se completó con medio MEM Eagle adicionado con 2% SFB y 3% 
carboximetilcelulosa. Se incubaron por 7 días a 37 °C. Luego, se fijaron con 
formaldehido, se tiñeron con cristal violeta al 0,10% en 2% de etanol en agua y se 
secaron a temperatura ambiente. Finalmente, bajo lupa se cuantificaron las placas de 
lisis en la menor dilución que permitiera un recuento adecuado (20-100 placas). 
Cálculo utilizado para titular: 
 
2.1.3.2. Ensayo del tamaño de placa 
Con el fin de evaluar la morfología de las placas de lisis observadas, se infectaron 
monocapas de células BHK-21 en placas de 6 pocillos con virus DENV-1 a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 0,001. Se incubaron por 1 hora a 37 °C para 
permitir la adsorción del virus. Luego, se lavaron 3 veces, se cubrieron con medio MEM 
Número promedio de placas
Volumen del inóculo (mL) x dilución
Título=
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Eagle adicionado con 2% SFB y 3% de carboximetilcelulosa e incubaron por 6 días a 37 
°C. Finalmente, se fijaron con formaldehido, se tiñeron con cristal violeta al 0,10% en 
2% de etanol en agua y se visualizaron, contaron y midieron en un equipo Gel DOC XR 
con el software asociado Quantity One v.4.6.8, Bio-Rad. El área de las placas se evaluó 
por duplicado. 
2.1.3.3. Cinética de los aislamientos de DENV-1 
Para evaluar las características cinéticas de los aislamientos de los diferentes 
años, se realizaron ensayos en células BHK-21, donde se evaluó a través del tiempo: la 
carga viral y la producción de la proteína viral NS1. 
Se infectaron monocapas de células BHK-21 crecidas en placas de 24 pocillos con 
los distintos aislamientos de DENV-1 a una multiplicidad de infección (MOI) de 0,001. 
Cada muestra se realizó por duplicado. Se recogieron tres alícuotas diferentes de los 
sobrenadantes libres de células a los días 1, 2, 3, 4, 5 y 6 después de la infección para 
evaluar los tres ensayos mencionados en el párrafo anterior. 
2.1.3.3.1. Determinación de la carga viral 
Inicialmente, de las alícuotas recogidas por día se extrajo el ARN por columnas 
comerciales como se detalla en el inciso 1.5. y se conservaron a -20 °C. Luego, se 
realizaron qRT-PCR por duplicado como se describió en el inciso 1.3.2. Para la 
cuantificación se realizó una curva estándar de calibrado. La misma se construyó a 
partir cinco diluciones seriadas al décimo (1 x 105 - 1 x 109) de un plásmido 
cuantificado. Dicho control positivo se obtuvo por clonado de un amplicón de DENV-1 
cepa Hawai (cedida por el instituto Pasteur, Francia) en un vector pGEM-T (Promega 
Inc., Madison, WI, USA). Los datos fueron colectados y analizados utilizando el 
programa Bio-Rad CFX Manager Software (v.2.1.1022.0523.) y reportados siguiendo la 
guía de Bustin y colaboradores, 2009 [112]. 
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2.1.3.3.2. Producción de NS1 
Tomando en cuenta que las concentraciones secretadas de NS1 están altamente 
relacionadas con el título de DENV presente, se realizó su determinación en cada una 
de las alícuotas recogidas por día mediante la técnica descrita en el inciso 1.3.1. 
[34,113,114]. 
2.1.3.3.3. Evaluación de casos primarios y secundarios 
Con el objetivo de determinar la posibilidad de ocurrencia de casos de infección 
secundaria por DENV durante el año 2009 en un área no endémica hasta ese 
momento, se clasificaron las muestras positivas en infecciones primarias y secundarias. 
A su vez, se compararon las cargas virales de pacientes en fase aguda con infección 
primaria versus aquellos con infección secundaria por DENV-1. 
2.1.3.3.3.1. Definición de casos primarios/secundarios 
Para diferenciar entre infecciones primarias y secundarias por DENV se aplicaron 
criterios serológicos.  
Se utilizó el kit DxSelect capture ELISA (DxSelectTM, Focus Diagnostic, Cypress, CA, 
USA) para detectar los anticuerpos anti-DENV IgM y anti-DENV IgG en muestras de 
suero, como fue descrito en el inciso 1.3.3. En el caso en que los anticuerpos IgG anti-
DENV fuesen detectables durante los primeros cuatro días desde el inicio de los 
síntomas, se consideró la infección como secundaria. En el caso de muestras obtenidas 
entre 4 y 16 días de comenzados los síntomas, se calculó la relación entre las 
absorbancias obtenidas para IgM e IgG. Las infecciones primarias se caracterizan por 
un exceso de IgM con respecto a IgG (IgM/IgG>1,7), mientras que las infecciones 
secundarias presentan un exceso de IgG con respecto a IgM (IgM/IgG<1,7) [115]. 
Además, se utilizó el kit Dengue IgG Capture ELISA (PanBio Diagnostics, Alere, 
Brisbane, Australia) para detectar infecciones secundarias. El mismo determina niveles 
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elevados de anticuerpos anti-DENV IgG en muestras tomadas entre 6 y 15 días de 
comenzados los síntomas. 
2.1.3.3.3.2. Determinación de la carga viral en los casos primarios y secundarios 
Se midieron las cargas virales de un subgrupo de muestras de suero en fase 
aguda. Inicialmente, se extrajeron los ARNs por robot como se detalla en el inciso 1.5. 
y se conservaron a -20 °C. Luego, se realizaron qRT-PCR como se detalló en el inciso 
1.3.2. El límite de detección fue de 1800 copias/mL. Las cargas virales se expresaron 
como logaritmo del número de copias obtenidas estandarizadas por mililitro de suero 
(log copias/mL). 
2.1.3.4. Análisis estadísticos 
Para los análisis estadísticos se trabajó con el programa Infostat [116]. Según 
correspondiera se utilizó el test de Wilcoxon o la prueba t de Student y se realizaron 
análisis de varianza de un solo factor (del inglés: one-way ANOVA) con el método de 
Tukey o con el método de comparaciones múltiples propuesto por Fisher (LSD Fisher). 
El valor de significancia considerado fue de P<0,05.  
2.2. DENV-2 
2.2.1. Secuenciación de nueva generación: NGS 
Se aplicó la técnica de secuenciación de nueva generación con el fin de obtener 
los genomas de muestras de DENV-2 de los años 2010-2013 aislados en el laboratorio. 
El protocolo llevado a cabo se desarrolló en el inciso 1.7. En este caso se realizaron dos 
ensayos de NGS, en el primero la normalización fue por perlas magnéticas, mientras 
que en el segundo fue manual. 
2.3. DENV-3 
2.3.1. Amplificación por RT-PCR 
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Como mencionó en el inciso 1.6.1., se realizaron RT-PCRs utilizando el kit 
SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, US). Se utilizaron 2,50 µL del ARN extraído y se 
combinaron con 7,50 µL de 2X Reaction Mix, 0,30 µl de cebador Foward (10 µM), 0,30 
µL de cebador Reverse (10 µM), 0,60 µL de SuperScript III RT/ Platinium Taq Mix y 3,80 
µL de agua libre de nucleasas para llevar a un volumen final de 15 µL. Los cebadores 
utilizados se detallan en la tabla 9. Se diseñaron cinco cebadores para poder completar 
los espacios que no se podían amplificar con los cebadores ya reportados por Zhang y 
colaboradores, 2005 [111]. Para el diseño de los mismos se utilizó la herramienta 
Primer designing tool-NCBI [117]. 
Tabla 9. Cebadores utilizados para obtener las secuencias del genoma de DENV-3. Los 
cebadores diseñados durante el presente trabajo se muestran en negrita. Los nombres de los cebadores 
están referidos a la posición de la primera base respecto del genoma de DENV-3 (M93130). 
 
Cebadores foward Secuencia 5'-3' Cebadores reverse Secuencia 5'-3'
F1 AGTTGTTAGTCTACGTGG R288 TCTAGCCAAGACTCCTGC
F443 TTAACTTCACGAGATGGAGAG R943 ACATCTCATTGTCATGGATGG
F791 CAAGTCGAGAAGGTAGAGAC R1340 TGAGGTTCTCATGTTGCACC
F1667 AAGCAAGAAGTAGTTGTCCT R1758 CTTGTGCCTCCTGAGGTTTG
F1927 CAAGATTCCTTTCTCCAC R2095 GATTTTCAGGGCTTTGTC
F2302 AATAGGTGTCCTCTTAACCT R2492 TGTGGACCTCATTAGTGACG
F2689 CATAACTGGGGTCTTAGAG R2798 GTGTTTCAGCTGTCACTATT
F3137 ATTATCCCAAAGAGTCTAGC R3283 GTTTTCTGAGATGACAACTG
F3607 GGCAAATAACATGGAGAG R3625 GCCTCTCCATGTTATTTG
F3819 CAGAGGACATTGAACAAAT R3968 CTAAAATCAGAGTGGCTGT
F4163 GTGAGCATTCTAGCTAGTTC R4580 ATTCTCATTGTTCCATC
F4511 TGGCATACTTGGCAAAAG R4646 CTCCTTCTTTCTGTACTCC
F4580 TATAGGATCAAACAGCAAGG R5091 TCCATTATGGTTAGATTTCG
F4944 GAAAGGTAGTGGGACTGTAT R5582 CAACAAAGTCAGTAATCCAT
F5353  TTGATAATAATGGATGAGGC R5978 AGTGAGCATGGTCTTCATC
F5850 GACCAATGCCAGTCACCG R6399 ATTTCTGTCACAAGATCAAG
F6268 AGGAAGGAGAAAAGAAAAA R6795 AGTATGCCTATCACGCAT
F6692 GCTATAGTCCTGGAGTTTTT R7256 TTGGATTCTTCATTATTCC
F7114 CTATTCACAAGTGAACCCAC R7557 CCTGTTCCAACTGATTTCAT
F7538 ATGAAATCAGTTGGAACAGG R7918 GTAGACATAGGTACTGGTTC
F7895 GAAGAACCAGTACCTATGTC R8382 ATGTTGGGTGTTTCTGGT
F8365 ACCAGAAACACCCAACAT R8482 TTTTCGTCATCATAGTGCCA
F8855 TGGAAACTTGTGGACAGAGA R8816 ATTGGTTCTCTTCTGTGAA
F9110 GGAAGGAGAAGGACTGCACA R9291 ACTTTGTTTTGGTATGTGAG
F9272 CTCACATACCAAAACAAAGT R9775 TCTTCCTATTAGTTCGTCCT
F9758 GACGAACTAATAGGAAGAGC R10050 CTCGATCCACACCCTGTTCC
F10058 TGGGAAGATGTTCCATAC R10075 GAACATCTTCCCAAGTTG
F10230 TCTGGACTACATGCCTTCAA R10420 TCCCCACGACGGAGCTAC
F10458 GGTGTAGCAGACTAGCGG R10696 AGAACCTGTTGATTCAACAG
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El programa de amplificación consistió en un ciclo inicial de 30 minutos a 53 °C; 2 
minutos a 94 °C para desnaturalizar. Cuarenta ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 
segundos a 55 °C y 1 minuto a 68 °C. Finalmente, un ciclo de extensión de 5 minutos a 
68 °C. Se incorporaron controles positivos y negativos como se explicó en el apartado 
de metodología general.  
3. Análisis bioinformáticos 
3.1. Análisis y ensamblado de las secuencias obtenidas 
El análisis y ensamblado de las secuencias obtenidas por el método de Sanger se 
realizó utilizando el software SeqScape® v.2.7 (Applied Biosystems). Desde este 
programa se exportaron las secuencias consenso con las que se realizaron los análisis 
posteriores. 
El monitoreo de la corrida de NGS se realizó en tiempo real utilizando la 
herramienta disponible online: BaseSpace deI llumina 
(https://basespace.illumina.com/home/index). Los datos crudos (archivos .fastq) 
fueron obtenidos a través del software asociado al equipo MiSeq: MiSeq reporter 
(Illumina). Este software realiza un análisis secundario sobre los datos obtenidos luego 
del llamado de bases (del inglés basecalling) que permite compilar, pulir y alinear las 
lecturas con las secuencias de referencia (realizar el ensamblado) y así obtener los 
archivos .bam. Si bien MiSeq reporter realiza un análisis secundario de los datos, se 
realizó un análisis más detallado de los mismos utilizando las herramientas disponibles 
en la plataforma on-line Galaxy (https://usegalaxy.org/) a partir de los archivos .fastq 
obtenidos. Respecto a la calidad de las lecturas. Lo primero que se realizó fue cortar 10 
bases de cada extremo de las lecturas, dado que en los mismos suelen incorporarse 
errores (Fastq Quality Trimmer). Posteriormente, se consideraron adecuadas aquellas 
lecturas con un valor de calidad (del inglés quality score, Q-score) mayores a 30 (Q>30) 
(Filter Fastq). Un valor de Q30 significa que la probabilidad de llamar mal a una base 
durante la secuenciación es de 1 en 1000.  Finalmente, se mapearon las lecturas con el 
genoma de referencia obtenido en Tailandia en el año 2001 (DQ181797.1) (Bowtie2). 
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Luego de realizar esta serie de pasos, se obtienen los archivos .bam, con los cuales es 
posible ingresar al Integrative Genomics Viewer (IGV) [118,119] para visualizar la 
cobertura y profundidad de las secuencias obtenidas. Luego, se exportaron las 
secuencias consenso con las que se realizaron los análisis posteriores. 
3.2. Anotación de las secuencias obtenidas 
Los genomas y secuencias virales obtenidas en este trabajo fueron anotados 
mediante la herramienta Genome Annotation Transfer Utility (GATU) disponible online 
en Virus Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR) [120,121], Sequin v.15.10 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/Sequin/index.html) y depositadas en GenBank 
[122]. Las secuencias de aminoácidos se infirieron utilizando el código universal 
mediante la herramienta disponible en BioEdit Sequence Alignament Editor [123]. 
3.3. Obtención de alineamientos 
Se alinearon las distintas secuencias obtenidas con el programa MUSCLE [124]. 
Para el caso de los análisis filogenéticos y filogeográficos que se detallan a 
continuación, se seleccionaron secuencias de DENV de distintas bases de datos (sean 
completas o no, según el estudio): NCBI Dengue Virus Resource [125] y NIAD ViPR 
[121]. Luego, se evaluó la existencia de secuencias duplicadas mediante Elim Dupes 
(Duplicate Sequence Removal) [126] y se alinearon las distintas series preliminares de 
secuencias con el programa MUSCLE. Se construyeron arboles filogenéticos con 
métodos de distancia y bayesianos hasta obtener el alineamiento adecuado para cada 
uno de los análisis realizados. 
3.4. Caracterización molecular 
Para determinar el tipo de selección natural que actuaba sobre los virus 
analizados, se estimó la relación entre las sustituciones no sinónimas (dN) sobre las 
sustituciones sinónimas (dS) por sitio (dN/dS), en cada codón del alineamiento 
mediante Datamonkey y en el total del alineamiento (ω=dN/dS) mediante DNAsp v.5 
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(DNA Sequence Polymorphism) [127,128]. El análisis realizado mediante Datamonkey 
en función de cada codón se llevó a cabo utilizando los siguientes métodos basados en 
máxima verosimilitud: SLAC (del inglés single likelihood ancestor counting), FEL (del 
inglés fixed effects likelihood), REL (del inglés random effects likelihood), y MEME (del 
inglés mixed effects model of evolution) utilizando los valores de significancia 
especificados (p<0,1 y probabilidad posterior>50) [129]. 
Se utilizó la herramienta estadística Meta-CATS disponible on line en NIAID Virus 
Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR) para identificar posiciones de 
aminoácidos que permitan definir grupos de secuencias [121,130]. 
También se predijeron los sitios de N-glicosilación a través del servidor NetNGlyc 
[131]. 
3.5. Análisis filogenéticos 
Con el fin de conocer las relaciones filogenéticas entre las secuencias virales 
obtenidas, se realizaron inferencias utilizando distintos métodos: parsimonia (a través 
del programa MEGA v.5.2 [132]), distancia (neighbor-joining) (MEGA v.5.2 [132], 
máxima verosimilitud (PhyML v.20120412 [133]) y bayesianos (MrBayes software 
v.3.2.6. [135]). Para los métodos de distancia, máxima verosimilitud y bayesianos se 
evaluó el modelo evolutivo apropiado mediante jModel Test v.2.1.3 utilizando el 
Criterio de Información de Akaike [136]. Se utilizó el programa Clustal X v.2.1 [137] 
para obtener los alineamientos en los formatos requeridos para ingresar a los 
programas utilizados. Para los métodos de parsimonia, distancia, y máxima 
verosimilitud el soporte de las ramas se evaluó mediante resampleo (del inglés 
bootstrap), considerando una rama confiable aquella con un valor mayor al 70%. 
Cuando se utilizó el método de máxima verosimilitud se incluyeron árboles iniciales al 
azar. La convergencia de la cadena de Markov de Monte Carlo (MCMC) implementada 
en la metodología bayesiana se evaluó considerando un desvío estándar de las 
frecuencias de los clados (del inglés split frequencies) menor a 0,01 y valores de 
población efectiva (del inglés Effective Sample Size, ESS) mayor a 200 que se verificaron 
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utilizando el programa Tracer v.1.5. En los métodos bayesianos se resumieron los 
resultados de las estimaciones de árboles descartando (del inglés burn in) el 10% de los 
árboles que se guardaron. En este método, el soporte de las ramas se evaluó mediante 
probabilidad a posteriori, considerando una rama confiable aquella con un valor mayor 
a 0,70. La visualización de los árboles obtenidos se realizó mediante FigTree v.1.4.2. 
3.6. Análisis filogeográficos 
Con el objetivo de poder estimar la edad del ancestro común más reciente, la 
tasa de sustitución, poder realizar la reconstrucción demográfica, averiguar las 
localizaciones ancestrales y analizar el proceso de difusión temporo-espacial de los 
distintos genotipos a los que pertenecían las secuencias obtenidas, se realizaron 
análisis filogeográficos basados en la Teoría de la Coalescencia [138]. Los mismos, se 
efectuaron mediante el paquete BEAST v.1.8.2 [139]. Inicialmente se evaluó el modelo 
evolutivo apropiado mediante jModel Test v.2.1.3 como se describió en el inciso 
anterior. Se utilizó la herramienta BEAUti para preparar los archivos de ingreso (.xml) a 
BEAST donde se corrió la MCMC y se muestrearon los árboles y parámetros. La 
convergencia de la MCMC se evaluó como se describió en el inciso anterior. Los 
árboles de máxima credibilidad de clados (del inglés Most clade credibility tree, MCCT) 
se generaron mediante Tree Anotator v.1.7.5 [139] y se visualizaron con FigTree. Se 
resumieron los resultados de las estimaciones de árboles descartando (burn in) el 10% 
de los árboles que se guardaron. Para la interpretación de los resultados se 
consideraron los intervalos de credibilidad 95% (del inglés Highest Probability 
Densities, HPD) y se consideraron ramas confiables aquellas con una probabilidad a 
posteriori mayor a 0,70. Los modelos de reloj molecular y demografía elegidos para los 
análisis filogeográficos se seleccionaron mediante el factor de Bayes (BF). Con SPREAD 
v.1.0.6 [140] se generaron los archivos de visualización en Google Earth™ (Google Inc., 
Mountain View, CA, USA. https://www.google.com.ar/intl/es/earth/). 
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RESULTADOS 
1. DENV-1: período 1999-2010 
1.1. Marco epidemiológico de las muestras analizadas 
Entre 1999 y 2010, en el Laboratorio de Virología del HNRG se confirmaron un 
total de 336 casos de DENV-1. De ellos, 229 casos correspondieron al brote del año 
2009. Del total de casos confirmados, 110 correspondían a muestras en período agudo. 
Respecto a estas últimas, 72 virus pudieron ser aislados y amplificados en cultivo celular. 
Se estudiaron 27 de los aislamientos con el fin de representar los casos del 1999-2000 
(casos importados) y del 2009-2010, que incluyeron casos de transmisión local. La 
selección consistió en todos los casos aislados de 1999-2000-2010 y uno de cada cuatro 
del 2009. 
Durante el período de estudio presentado en este apartado, en el año 2009 se 
registró el mayor número de casos de DENV en el país y en AMBA, donde se detectó 
transmisión local por primera vez. Dada la importancia de este brote, se han realizado 
análisis específicos a fin de poder caracterizarlo y encontrar algún factor viral que 
pudiera explicar la circulación local. En cuanto a las características epidemiológicas 
(Tabla 10), la mayoría de los casos ocurrieron durante el mes de abril (71,60%). Del total 
de casos confirmados, 109 fueron mujeres y 120 varones de entre 2 y 80 años de edad, 
con una edad media de 36 años. Del total de pacientes con DENV positivo, 182 
reportaron no haber viajado a zonas endémicas en los 15 días previos al comienzo de la 
fiebre (transmisión local). 
Se identificaron casos de infecciones primarias y secundarias por métodos 
serológicos. En la tabla 10 también se encuentran discriminadas las muestras de suero 
testeadas provenientes de pacientes con y sin historia de viaje a zona endémica. Del 
total, el 69,43% de los casos resultaron ser infecciones primarias y el 22,71% infecciones 
secundarias. Los casos que no pudieron clasificarse se debieron a resultados 
inconcluyentes de los métodos utilizados o a muestras obtenidas en momentos 
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inadecuados para la clasificación. En la tabla 1 del Anexo 1, se detallan los resultados 
obtenidos por los distintos métodos aplicados para discriminar entre infecciones 
primarias y secundarias. 
Es interesante destacar que existe diferencia en el tipo de infección que domina 
en función de la historia de viaje reportada. Las infecciones primarias predominan en 
paciente que no viajaron (75,28%) y las secundarias en aquellos con antecedente de 
viaje a zonas endémicas (40,42%), p<0,05. Otro dato a destacar es que entre los casos 
con infección secundaria se encontraba un niño de 9 años de edad. 
Tabla 10. Casos confirmados de DENV-1 durante 2009. 
 
* La edad corresponde a la media expresada en años. F: Femenino; M: Masculino. 
Respecto de los otros brotes de DENV-1 detectados en AMBA, en los años 1999-
2000, se detectaron 41 muestras positivas para DENV-1. La edad media de los pacientes 
fue de 38 años. El total de casos reportó haber viajado a zonas endémicas en los 15 días 
previos al comienzo de la fiebre. Durante el año 2010, se han detectado 17 casos DENV-
1 positivos. La edad media de los pacientes fue de 37 años. Del total de casos, el 88,20% 
reportaron haber viajado a zonas endémicas en los 15 días previos al comienzo de la 
fiebre. 
Dada la importancia que ha tenido DENV-1 en nuestro país y en especial la 
circulación local que se ha observado en AMBA, se decidió realizar una descripción de 
este serotipo, no sólo desde el punto de vista genético sino también analizando sus 
características biológicas. En la tabla 11 se presenta el nombre asignado a cada 
aislamiento, la fecha de recolección de cada muestra, el país de origen de la infección, la 
localización residencial de cada paciente (dato requerido para los análisis 
filogeográficos) y el número de pasajes realizados en la línea celular C6/36 hasta 
obtener los aislamientos en base a los cuales se realizaron los diferentes análisis. 
Dengue primario Dengue secundario No clasificado Total
Casos de dengue 159 (69,43%) 52 (22,71%) 18 (7,86%) 229
Edad* 36 39 36 36
Sexo F:76  M:83 F:23 M:29 F:10 M:8 F:109 M:120
Vacuna de fiebre amarilla: si 6 6 1 13
Vacuna de fiebre amarilla: no 114 31 9 154
Vacuna de fiebre amarilla: no sabe 39 15 8 62
Transmisión local 137 (75,28%) 33 (18,13%) 12 (6,59%) 182
Historia de viaje reciente a zona endémica 22 (46,81%) 19 (40,42%) 6 (12,77%) 47
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Tabla 11. Características de los 27 aislamientos evaluados. 
 
*Las muestras se clasificaron como: importada 1: importada de otro país; importada 2: procedente de 
Argentina-no AMBA ó local AMBA. AMBA: Área Metropolitana de Buenos Aires. 
1.2. Caracterización de DENV-1 
1.2.1. Titulación por UFP de los aislamientos 
Se tituló cada muestra aislada considerando el número promedio de placas de lisis 
observadas, la menor dilución que permitiera un recuento adecuado (20-100 placas) y el 
volumen del inóculo. Cada muestra se evaluó por duplicado o triplicado, en placas de 24 
pocillos con células BHK-21 crecidas en monocapa. De esta manera, se logró saber el 
título de cada uno de los stocks virales (Tabla 12). En la figura 12 se observan, a modo de 
ejemplo, como se veían las placas en las distintas diluciones en sus tres repeticiones. 
HNRG20 16/05/1999 2 Paraguay Importada 1 -34.699955;-58.392140
HNRG28 15/03/2000 1 Brasil, centro Importada 1 -34.677589;-58.561691
HNRG44 10/04/2000 4 Paraguay Importada 1 -34.733149;-58.460999
HNRG48 12/04/2000 1 Paraguay Importada 1 -34.642618;-58.410576
HNRG12188 03/02/2009 1 Bolivia, Sta. Cruz de la Sierra Importada 1 -34.678679;-58.467028
HNRG12447 19/02/2009 1 Argentina, AMBA Local AMBA -34.625298;-58.555584
HNRG12560 02/03/2009 1 Argentina, Catamarca Importada 2 -34.715916;-58.544849
HNRG12589 03/03/2009 1 Argentina, Catamarca Importada 2 -34.823048;-58.437066
HNRG13154 31/03/2009 2 Argentina, AMBA Local AMBA -34.646456;-58.540291
HNRG13188 01/04/2009 1 Argentina, Salta Importada 2 -34.664801;-58.546340
HNRG13301 06/04/2009 1 Argentina, Chaco Importada 2 -27.066667;-61.066667
HNRG13405 09/04/2009 2 Argentina, AMBA Local AMBA -34.655772;-58.503177
HNRG13561 14/04/2009 1 Argentina, Jujuy Importada 2 -34.626009;-58.378804
HNRG13707 16/04/2009 1 Argentina, AMBA Local AMBA -34.599147;-58.434278
HNRG13708 16/04/2009 1 Argentina, Sgo. del Estero Importada 2 -34.598812;-58.456632
HNRG14043 22/04/2009 2 Argentina, AMBA Local AMBA -34.632682;-58.477134
HNRG14076 23/04/2009 2 Argentina, AMBA Local AMBA -34.715485;-58.541904
HNRG14194 24/04/2009 2 Argentina, AMBA Local AMBA -34.630909;-58.540485
HNRG14635 05/05/2009 1 Argentina, AMBA Local AMBA -34.654153;-58.509092
HNRG15417 28/05/2009 1 Argentina, AMBA Local AMBA -34.623056;-58.523442
HNRG24827 10/02/2010 1 Brasil, norte Importada 1 -34.583984;-58.462960
HNRG25001 17/02/2010 2 Argentina, Misiones Importada 2 -34.683333;-58.466667
HNRG27213 26/04/2010 1 Brasil, norte Importada 1 -34.586963;-58.415014
HNRG27486 03/05/2010 1 Argentina, AMBA Local AMBA -34.704079;-58.320599
HNRG28226 14/05/2010 1 Argentina, Corrientes Importada 2 -34.61681;-58.429734
HNRG28425 18/05/2010 1 Venezuela Importada 1 -34.579147;-58.477911
HNRG37945 29/12/2010 2 Peru Importada 1 -34.616822;-58.399887
Localización residencial 
(latitud; longitud)
Aislamiento
Fecha de 
recolección de 
muestra
Número de pasajes 
en células C6/36
País de origen de la infección Clasificación*
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Tabla 12. Títulos obtenidos en los stocks virales. 
 
 
Figura 12. Placas obtenidas para titular por UFP. Los pocillos enmarcados corresponden a 
controles celulares. A la izquierda se muestran las diferentes diluciones ensayadas (1:100 – 1:100000). 
1.2.2. Ensayo del tamaño de placa 
Con el fin de evaluar la morfología de las placas de lisis, se evaluó el tamaño de las 
placas de 11 aislamientos seleccionados al azar. Para esto, se utilizaron placas de 6 
pocillos con monocapas de células BHK-21 crecidas que se infectaron a una MOI de 
0,001. 
 Si bien se observaron diferencias de tamaño a simple vista, las placas se 
cuantificaron y midieron utilizando el software asociado al equipo Gel DOC XR+. Se 
midieron aproximadamente 50 placas por réplica.  
Aislamiento Título (UFP/mL) Aislamiento Título (UFP/mL)
HNRG20 1 x 105 HNRG14043 2 x 104
HNRG28 1 x 104 HNRG14194 6 x 103
HNRG48 1 x 105 HNRG14355 3 x 103
HNRG12188 1 x 10
5
HNRG14592 2 x 10
5
HNRG12447 2 x 105 HNRG14635 2 x 104
HNRG12560 5 x 10
4
HNRG14841 2 x 10
4
HNRG12589 1 x 105 HNRG15417 2 x 104
HNRG13154 1 x 105 HNRG24827 3 x 106
HNRG13188 3 x 10
5
HNRG25001 3 x 10
5
HNRG13301 2 x 105 HNRG25262 3 x 105
HNRG13407 11 x 10
4
HNRG27213 6 x 10
5
HNRG13708 2 x 104 HNRG27486 3 x 104
HNRG13865 5 x 103 HNRG28425 2 x 104
HNRG37945 2 x 10
5
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El área media de los asilamientos del 2009-2010 con origen fuera de AMBA (sean 
importadas de otros países o de provincias del norte del país) fue significativamente 
mayor que el área media de los aislamientos de 1999-2000 y que el área media de los 
aislamientos 2009-2010 con origen local (0,97 ± 0,15 mm2 vs 0,44 ± 0,09 mm2 y 0,56 ± 
0,19 mm2, p<0,01 y p<0,05, respectivamente), tabla 13. 
Tabla 13. Área media del tamaño de placa de aislamientos de DENV-1. 
 
SD: Desviación estándar. 
1.2.3. Cinética de los aislamientos de DENV-1 
Con el fin de conocer las características cinéticas de los aislamientos de los 
distintos años, se logró analizar siete de los 27 aislamientos y se realizaron ensayos en 
células BHK-21 donde se evaluó a través del tiempo: la carga viral y la producción de la 
proteína viral NS1. Cabe destacar que se intentó caracterizar los 11 aislamientos 
seleccionados al azar en el inciso 1.2.2., sin embargo este objetivo solo se pudo cumplir 
con siete de ellos. 
1.2.3.1. Determinación de la carga viral y la tasa de replicación 
Utilizando qRT-PCR se logró cuantificar la carga viral desde el día uno al día seis 
postinfección, lo que permitió evaluar la variación a través del tiempo de la misma 
(Tabla 14). La tasa de replicación se calculó como la media de la pendiente de la curva 
obtenida para los aislamientos evaluados (Tabla 15).  
Aislamiento
Area media ± SD 
(mm2)
HNRG20/99 0,45 ± 0,05
HNRG28/00 0,53 ± 0,04
HNRG48/00 0,35 ± 0,03
HNRG12447/09 1,08 ± 0,04
HNRG13154/09 0,45 ± 0,05
HNRG14043/09 0,52 ± 0,03
HNRG14635/09 0,42 ± 0,03
HNRG24827/10 1,10 ± 0,31
HNRG25001/10 0,78 ± 0,11
HNRG27486/10 0,84 ± 0,01
HNRG28425/10 0,91 ± 0,23
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Tabla 14. Carga viral obtenida para los aislamientos en los seis días evaluados. 
 
Valores expresados en log copias/µL ± desvío estándar. Dpi: días postinfección. 
Tabla 15. Tasas de replicación de los aislamientos estudiados. 
 
La tasa de replicación de los aislamientos 2009-2010 con origen fuera de AMBA 
(sean importadas de otros países o de provincias del norte del país) fue mayor que la de 
los aislamientos 2009-2010 con origen local (0,41 ± 0,06 log copias/µL/día vs 0,18 ± 0,01 
log copias/µL/día, p=0,003, respectivamente). La mayor tasa de replicación la presentó 
el aislamiento HNRG24827/10 obtenido de un paciente proveniente de Brasil (0,46 log 
copias/µL/día) y alcanzó la mayor carga viral al sexto día del período de evaluación. Los 
aislamientos HNRG48/00, HNRG13154/09 y HNRG14635/09 presentaron las menores 
tasas de replicación (0,19, 0,18 y 0,16 log copias/µL/día, respectivamente). En la figura 
13 se muestran las curvas obtenidas para los aislamientos analizados agrupados en 
función del origen. 
HNRG48/00 3,18 ± 0,01 3,53 ±  0,02 3,73 ± 0,05 3,91 ± 0,06 3,42 ± 0,10 4,51 ± 0,07
HNRG12447/09 2,34 ± 0,07 2,72 ± 0,10 3,02 ± 0,04 3,07 ± 0,10 3,70 ± 0,12 4,18 ± 0,17
HNRG13154/09 3,36 ± 0,03 3,57 ± 0,03 4,08 ± 0,02 4,12 ± 0,03 3,93 ± 0,02 4,38 ± 0,05
HNRG14043/09 2,85 ± 0,09 2,73 ± 0,04 3,35 ± 0,05 3,14 ± 0,09 3,14 ± 0,07 4,01 ± 0,05
HNRG14635/09 3,54 ± 0,02 3,74 ± 0,05 3,54 ± 0,39 4,17 ± 0,08 3,89 ± 0,00 4,48 ± 0,02
HNRG24827/10 2,25 ± 0,17 3,16 ± 0,04 4,37 ± 0,13 4,30 ± 0,02 4,39 ± 0,04 4,75 ± 0,23
HNRG25001/10 1,53 ± 0,17 2,70 ± 0,06 3,03 ± 0,07 3,18 ± 0,07 3,47 ± 0,02 4,09 ± 0,12
                    Dpi       
Aislamieto
1 2 3 4 5 6
HNRG48/00 0,19
HNRG12447/09 0,35
HNRG13154/09 0,18
HNRG14043/09 0,19
HNRG14635/09 0,16
HNRG24827/10 0,46
HNRG25001/10 0,44
Aislamiento
Tasa de replicación 
(log copias/µL/día)
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Figura 13. Copias de ARN viral en los aislamientos importados (A) y locales (B). La carga 
viral se expresa como log copias/µL, cada punto señala el valor medio obtenido de cada duplicado 
independiente. El desvío estándar no se puede observar en algunos puntos dado que el mismo cae dentro 
del símbolo. Dpi: días postinfección. 
1.2.3.2. Producción de NS1 
Cuando se evaluó la cinética de los aislamientos mediante la producción de NS1, 
se detectó el antígeno desde el primer día postinfección y durante los 6 días estudiados 
(Tabla 16 y Figura 14). Los aislamientos HNRG48/00, HNRG14635/09 y HNRG24827/10 
presentaron producciones de NS1 significativamente mayores al día seis postinfección 
(Rp=10,03 ± 0,03) que los otros aislamientos evaluados (HNRG12447/09, 
HNRG13154/09, HNRG14043/09, HNRG25001/10) (Rp=3,73 ± 2,76, p=0,02). No se 
encontraron diferencias significativas entre los casos importados y locales. 
Tabla 16. Producción de NS1 en los aislamientos estudiados. 
 
Dpi: días postinfección. 
La producción de NS1 se expresa como el valor de la absorbancia a 450 nM/valor 
de corte (Relación de positividad: Rp). Dpi: días postinfección. 
HNRG48/00 0,48 0,61 2,04 8,86 10,02 10,05
HNRG12447/09 0,21 0,34 0,29 0,90 2,44 3,02
HNRG13154/09 0,35 1,44 2,72 4,40 7,02 7,81
HNRG14043/09 0,62 0,48 0,83 0,86 1,36 2,31
HNRG14635/09 0,62 1,53 2,81 7,11 10,05 10,03
HNRG24827/10 0,35 1,50 3,39 8,73 10,01 10,00
HNRG25001/10 0,20 0,24 0,37 0,99 1,66 1,80
6
                    Dpi       
Aislamieto
1 2 3 4 5
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Figura 14. Producción de NS1 en los aislamientos importados (A) y locales (B). La 
producción de NS1 se expresa como el valor de la absorbancia a 450 nM/valor de corte (Relación de 
positividad: Rp). Dpi: días postinfección. 
1.2.4. Carga viral en las muestras clínicas de casos primarios y secundarios 
Dada la importancia ya mencionada del brote ocurrido durante el año 2009, y con 
el objetivo de caracterizar las 229 infecciones por DENV ocurridas en AMBA durante el 
mismo, se determinaron las cargas virales de 64 muestras de suero en fase aguda 
positivas para DENV, seleccionadas al azar. 
A partir de las fichas epidemiológicas completas de estas 64 muestras fue posible 
caracterizarlas. El 34,37% eran mujeres y el 65,63% varones. La edad media de los 
pacientes era de 34 años (rango: 2-80 años). Respecto al reporte de viaje a zonas 
endémicas, el 85,94% informó no haber viajado a zonas endémicas. De las 64 muestras, 
48 resultaron infecciones primarias y 16 secundarias definidas previamente por 
métodos serológicos.  
Con el fin de poder comparar las cargas virales en pacientes con infecciones 
primarias y secundarias, se realizó una qRT-PCR a cada muestra. A su vez, dentro de 
cada grupo de infección, se compararon las variaciones existentes en las cargas en 
función de los días postinicio de la fiebre (día 1) en los que se había recolectado cada 
muestra. 
En las infecciones primarias, la carga viral media decrece de 7,40 ± 0,95 log 
copias/mL en muestras recolectadas al día uno a 5,81 ± 1,37 log copias/mL en muestras 
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recolectadas al día cuatro. En infecciones secundarias, la carga viral media varía de 8,98 
± 0,00 a 6,62 ± 1,34 log copias/mL a los días uno y cuatro desde el comienzo de la fiebre, 
respectivamente (Figura 15). 
Entre grupos, se compararon las cargas virales obtenidas en los distintos días 
desde el comienzo de la fiebre. No se han encontrado diferencias significativas entre 
ambos tipos de infección al día tres y cuatro, p>0,05. No se pudieron realizar análisis 
estadísticos para comparar las cargas a los días uno, dos y cinco debido al bajo número 
de muestras disponibles. 
Se realizaron análisis estadísticos adicionales con el fin de considerar otros 
factores que podrían afectar la carga viral en infecciones con DENV. Se evaluó la posible 
relación entre las cargas virales en infecciones primarias y secundarias con la edad y el 
género, pero no se han encontrado diferencias significativas, p>0,05. 
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Figura 15. Cargas virales obtenidas por qRT-PCR en muestras de 
suero en fase aguda de pacientes con infección primaria (●) y 
secundaria (♦) para DENV. 
1.3. Análisis genético 
Con el objetivo de caracterizar genéticamente los genomas virales, se secuenció 
por el método de Sanger el genoma completo (10735 nucleótidos) de 27 aislamientos, 
detallados en la tabla 11. 
1.3.1. Análisis bioinformáticos 
1.3.1.1. Anotación de secuencias obtenidas 
Las secuencias obtenidas fueron pulidas, anotadas y depositadas en GenBank. Se 
actualizaron los registros correspondientes a las secuencias de 1999-2000 (AY277659-
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64-65-66) dado que las mismas fueron resecuenciadas [110]. Las secuencias nuevas 
obtenidas se depositaron bajo los números de acceso: KC692495-KC692517. 
1.3.1.2. Caracterización molecular 
Con el objetivo de evaluar las variaciones existentes, se compararon las secuencias 
obtenidas en nuestro laboratorio con la secuencia de DENV-1 FGA/89 (AF226687.2) 
obtenida de bases de datos. Los polimorfismos encontrados se expresaron en 
comparación de cada secuencia con la secuencia de referencia mencionada. 
Del total de nucleótidos secuenciados se hallaron 1057 sitios mutados, 
correspondiendo 919 a cambios sinónimos y 138 a no sinónimos. Se detectaron 143 
sitios segregantes de los cuales 81 (56,60%) fueron conservativos y 62 (43,40%) no 
conservativos. En ocho de los sitios segregantes se detectaron dos variantes (Tabla 17 y 
Figura 16). 
Tabla 17. Cambios detectados en la secuencia de los 27 aislamientos de DENV-1. 
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*Presencia de mutación. C: Cambio aminoacídico conservativo. NC: Cambio aminoacídico no 
conservativo. En amarillo se resaltan los residuos aminoacídicos positivamente 
seleccionados y en gris los sitios polimórficos con dos variantes. 
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Figura 16. Ubicación de los cambios no sinónimos en la poliproteína de los 
27 aislamientos de DENV-1 secuenciados en función de la secuencia de 
referencia FGA/89 (AF228667.2). Los aminoácidos polares y no polares se codificaron 
de la siguiente manera: hidrofóbicos en rosa (Ala, Phe, Ile, Leu, Met, Pro, Val, Trp); polares 
no cargados en celeste (Cys, Gly, Asn, Gln, Ser, Thr, Tyr); cargados negativamente en gris 
(Asp, Glu); y cargados positivamente en rojo (His, Lys, Arg). Los aislamientos se resaltan en 
distintos colores según el año en que se obtuvo la muestra. 
Del análisis de predicción de sitios de N-glicosilación se obtuvo que la mayoría de 
las secuencias estudiadas presentan 11 sitios posibles (183, 347, 433, 905, 1663, 2307, 
2389, 2459, 2646, 2725, 3078). Las secuencias correspondientes a HNRG24827/10 y 
HNRG27213/10, importados del norte de Brasil, perdieron un sitio de glicosilación en la 
proteína NS5 (Asn-3078). En la figura 17 se muestran a modo de ejemplo, los 11 sitios 
inferidos en la mayoría de las secuencias estudiadas. 
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Figura 17. Sitios de glicosilación inferidos en la mayoría de las 
secuencias estudiadas. La línea horizontal del gráfico señala el valor 
umbral del potencial del sitio de glicosilación. 
Para determinar el tipo de selección que estaba actuando sobre nuestras 
secuencias, se realizó el análisis de selección bajo el modelo de sustitución nucleotídica 
TrN. El modelo TrN considera tres tasas de sustitución posible para las cuatro bases 
(AC=AT=CG=GT, AG, CT). De acuerdo con al menos uno de los métodos utilizados en el 
análisis realizado con Datamonkey en función de cada codón, la relación dN/dS reveló 
que 12 sitios se encontraban bajo selección positiva y 265 sitios bajo selección 
purificadora (selección negativa). La relación global dN/dS en el total del alineamiento 
(ω) resultó de 0,04, lo cual indica que las secuencias evaluadas en conjunto se 
encontrarían bajo selección purificadora o negativa. Los sitios seleccionados 
positivamente se localizaron en las proteínas: M, NS1, NS2B, NS3, NS4B, y NS5 (2, 2, 1, 3, 
1 y 3, respectivamente), tabla 18. A su vez se encontraron ocho sitios polimórficos 
ubicados en la proteína E (2 no conservativos (NC)), en NS1 (2, 1 NC), en NS4B (1 NC) y 
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en NS5 (3 NC). Los sitios NS1-1068 y NS5-3122 resultaron ser polimórficos con dos 
variantes y estar positivamente seleccionados. 
Tabla 18. Sitios bajo selección positiva detectados en las 27 muestras DENV-1 
secuenciadas. 
 
SLAC (del inglés single likelihood ancestor counting), FEL (del ingles fixed effects likelihood), REL (del 
ingles random effects likelihood) y MEME (del ingles mixed effects model of evolution). Nivel de 
significancia: para SLAC, FEL y MEME p<0,1; REL probabilidad posterior>50. En gris se resaltan los 
residuos seleccionados positivamente con valores significativos. 
1.3.1.3. Análisis filogenéticos 
Con el objetivo de determinar el genotipo de los aislamientos obtenidos, se 
generó un alineamiento con 77 secuencias correspondientes a genomas completos de 
DENV. Este alineamiento incluyó a las 27 secuencias DENV-1 obtenidas en nuestro 
laboratorio y 50 secuencias representativas de DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, 
incluyendo sus genotipos respectivos, obtenidas de bases de datos (las secuencias 
utilizadas se detallan en la tabla 2 del Anexo 1). El modelo evolutivo seleccionado para 
este alineamiento fue GTR+G+I. El modelo GTR (del inglés Generalized Time-Reversible) 
es el modelo más complejo evaluado y considera seis tasas de sustitución posibles (AC, 
AG, AT, CG, CT, GT). En este caso, también se aplica la distribución gamma (G) con la 
cual se tiene en cuenta que la tasa de sustitución es distinta a lo largo de todo el 
genoma y la existencia de sitios invariantes (I). 
Se aplicaron distintos métodos de inferencia filogenética (distancia, parsimonia, 
máxima verosimilitud y bayesianos) para caracterizar el genotipo de las secuencias 
Codón Proteína SLAC dN-dS SLAC p-valor FEL dN-dS FEL p-valor REL dN-dS
REL Factor 
de Bayes 
MEME 
ω
+ MEME p-valor
232 M 6963 0,70 23079 0,41 -0,39 13119 >100 0,02
252 M 28177 0,21 82040 0,02 -0,23 19687 >100 0,01
920 NS1 13858 0,48 56560 0,06 -0,24 19291 >100 0,23
1068 NS1 13888 0,48 51813 0,07 -0,24 19289 >100 0,24
1378 NS2B 5028 0,95 10072 0,81 -0,45 11198 >100 0,06
1561 NS3 11866 0,58 42057 0,30 -0,38 13355 >100 0,06
1619 NS3 -7115 0,89 -34513 0,53 -0,66 5166 >100 0,07
1831 NS3 7167 0,67 8452 0,57 -0,42 12205 >100 0,07
2261 NS4B 21126 0,32 57750 0,05 -0,24 19333 >100 0,12
3058 NS5 7156 0,67 10406 0,48 -0,39 13114 >100 0,09
3121 NS5 -8438 0,90 -11963 0,58 -0,57 6068 >100 0,02
3122 NS5 22771 0,18 31533 0,14 -0,24 19086 >100 0,10
3145 NS5 6901 0,71 23196 0,41 -0,39 13105 >100 0,09
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obtenidas en el laboratorio. Para las inferencias realizadas utilizando distancia, 
parsimonia y máxima verosimilitud, el soporte de las ramas se evaluó mediante 
resampleo; en los primeros dos métodos se consideraron 1000 pseudo-réplicas y para 
máxima verosimilitud, 100 pseudo-réplicas. En este último método se incluyeron árboles 
iniciales al azar. Para la metodología bayesiana se consideraron ramas con buen soporte 
aquellas con una probabilidad posterior mayor a 0,70. El árbol consenso obtenido por 
metodología bayesiana se logró luego de 9 x 106 generaciones corridas en duplicado y 
muestreado cada 1 x 103 generaciones.  
Todos los métodos evaluados fueron congruentes, mostrando las mismas 
relaciones filogenéticas con alto soporte estadístico. Como resultado se pudieron 
genotipificar las 27 muestras DENV-1 secuenciadas en nuestro laboratorio. Las mismas, 
forman parte del genotipo V de DENV-1. En la figura 18 se muestra el árbol obtenido por 
inferencia bayesiana. Los árboles obtenidos por otros métodos se muestran en las 
figuras 1-3 del Anexo 1. 
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Figura 18. Árbol consenso obtenido por metodología bayesiana. Los 27 
aislamientos de DENV-1 secuenciados en nuestro laboratorio se señalan con triángulos negros. 
En las ramas origen de cada clado se muestran las probabilidades posteriores obtenidas 
mayores a 0,7. 
1.3.1.4. Análisis filogeográficos 
Con el fin de evaluar la evolución y la distribución global del DENV-1 genotipo V, se 
realizó un análisis filogeográfico discreto. Para esto, se generó un alineamiento con 51 
secuencias correspondientes a genomas completos de DENV-1. Este alineamiento 
incluyó a las 27 secuencias obtenidas en nuestro laboratorio y 24 secuencias 
representativas de DENV-1 genotipo V obtenidas de las bases de datos (Tabla 3 del 
Anexo 1). Cada secuencia se asoció con el año y el país de origen de la infección, datos 
requeridos para poder realizar los análisis filogeográficos discretos (en la tabla 4 del 
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Anexo 1 se señala la latitud y longitud utilizada para cada localización). El modelo 
evolutivo seleccionado para este alineamiento fue TIM2+G+I. El modelo TIM2 (del inglés 
transitional model) considera cuatro tasas de sustitución posibles (AC=AT, CG=GT, AG, 
CT). En este caso, también se aplica la distribución gamma (G) y la existencia de sitios 
invariantes (I). 
Se probaron distintos tipos de reloj molecular y modelos demográficos con el fin 
de evaluar cual era la mejor combinación para nuestro alineamiento. Mediante BF se 
seleccionaron el reloj molecular lognormal relajado (del inglés Lognormal relaxed clock 
(uncorrelated)) y el modelo demográfico denominado Coalescent Bayesian Skyline. La 
convergencia de la MCMC se obtuvo luego de 5 x 108 generaciones, muestreadas cada 5 
x 104 generaciones. En este caso, la historia demográfica inferida para el DENV-1 
genotipo V fue reconstruida mediante gráficos denominados Bayesian Skyline Plots 
(BSPs) que se implementan desde el programa TRACER (Figura 19). 
 
Figura 19. Bayesian Skyline Plot obtenido para el DENV-1 genotipo V. Se muestra 
el tamaño poblacional efectivo (eje Y) en función del tiempo expresado en años (eje X). En gris 
se resaltan los intervalos de credibilidad 95%. 
A partir del análisis filogeográfico discreto se pudo inferir que el ancestro común 
más reciente del DENV-1 genotipo V dataría aproximadamente hace 76 años atrás 
(~1934) (95% HPD 58,40-94,95). Al analizar la reconstrucción de la historia demográfica 
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inferida (BSPs) se puede observar que desde su origen, la población habría tenido un 
tamaño efectivo poblacional constante hasta el primer decaimiento inferido alrededor 
de 1998. Luego, se infiere un segundo decaimiento más abrupto, aproximadamente en 
2007.  
La tasa media de sustitución nucleotídica inferida fue de 4,98 x 10-4 sus./sitio/año 
(95% HPD 3,98 x 10-4 - 5,97 x 10-4). A partir del análisis del MCCT mostrado en la figura 
20, el proceso de difusión resumido en la figura 21 y el video 1 disponible en el CD 
adjunto, encontramos una propagación inicial desde Tailandia a India en dos oleadas: la 
primera aproximadamente en 1956 (95% HPD 1944-1965), con una amplia distribución 
geográfica, y una posterior, sin mayor propagación. Luego, pudimos inferir una 
introducción del virus en América en Puerto Rico e Islas Vírgenes alrededor de 1966 
(95% HPD 1958-1974) y 1983 (95% HPD 1981-1984), respectivamente. Desde estos dos 
países del Caribe, el virus se habría dispersado hacia distintos países de América Latina 
como Colombia, norte y centro de Brasil, y Paraguay, con las probabilidades de país más 
altas (del inglés state probability (SP)) (0,28, 0,68, 0,27 y 0,89, respectivamente). Desde 
Colombia, el virus se habría dispersado hacia Perú, Nicaragua y diversificado en 
Venezuela en diferentes clados (SP=0,56 para el clado relacionado con Argentina). 
Desde Nicaragua se habría dispersado hacia México y desde el centro de Brasil hacia 
Paraguay (SP=0,62). Se habrían introducido en Argentina virus provenientes de dos 
fuentes: Paraguay, alrededor de 1999 (95% HPD 1999-2000) y Venezuela, alrededor de 
2006 (95% HPD 2005-2007) (SP=0,73, 0,90 y 0,99, respectivamente). Paraguay se 
relaciona con secuencias Argentinas obtenidas entre los años 1999 y 2000; mientras que 
Venezuela sería el ancestro en común de todas las secuencias Argentinas evaluadas del 
año 2009 y 2010.  
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Figura 20. Árbol de máxima credibilidad de los clados (Most clade credibility tree, 
MCCT) de DENV-1 genotipo V. En cada nodo se señalan la localización más probable del ancestro 
y la fecha correspondiente. Los colores de las ramas y la sigla a continuación del nombre de cada 
secuencia indican el país de origen de cada una. Los países se abrevian de la siguiente manera: AR: 
Argentina, BI: Islas Vírgenes Británicas, BRcen: centro de Brasil, BRnor: Norte de Brasil, CO: Colombia, 
FG: Guayana Francesa, IN: India, MX: México, NI: Nicaragua, PE: Perú, PR: Puerto Rico, PY: Paraguay, 
TH: Tailandia, VE: Venezuela. 
 
Figura 21. Proceso de difusión temporo-espacial inferido para DENV-1 genotipo V. 
De rojo a amarillo se encuentra representado el año de dispersión, de 1934 a 2010 
respectivamente. 
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Dado que todas las secuencias de los aislamientos obtenidos en nuestro 
laboratorio de DENV-1 genotipo V del brote ocurrido en 2009 en AMBA presentaron un 
ancestro común en el MCCT de la figura 20, se realizó un análisis filogeográfico continuo 
con el fin de determinar dónde pudo haberse originado el brote en AMBA y cómo pudo 
haber sido el movimiento de las mismas. Para esto, se generó un alineamiento que 
incluyó las 15 secuencias obtenidas en nuestro laboratorio de DENV-1 correspondientes 
al año 2009. Cada secuencia se asoció con la localización residencial (latitud y longitud) y 
la fecha exacta en que las muestras fueron remitidas al laboratorio (yyyy-mm-dd) 
(detalladas en la tabla 11). El modelo evolutivo seleccionado para este alineamiento fue 
TrN+G. El modelo TrN considera tres tasas de sustitución posible para las cuatro bases 
(AC=AT=CG=GT, AG, CT). En este caso, también se aplica la distribución gamma (G). 
Se probaron distintos tipos de reloj molecular, modelos de dispersión geográfica y 
modelos demográficos con el fin de evaluar cuál era la mejor combinación para nuestro 
alineamiento. Mediante BF se seleccionaron el reloj molecular lognormal relajado, el 
modelo de dispersión geográfica denominado Homogeneous Brownian model y el 
modelo demográfico denominado Coalescent Bayesian Skyline. La convergencia de la 
MCMC se obtuvo luego de 5 x 107 generaciones, muestreadas cada 5 x 103 generaciones. 
A partir del análisis filogeográfico continuo realizado representado mediante el 
proceso de difusión capturado en la figura 22 y resumido en el video 2 disponible en el 
CD adjunto, se pudo inferir que el ancestro común más reciente de las 15 secuencias 
analizadas dataría aproximadamente un año y medio antes de la última secuencia 
incluida en nuestro alineamiento, hacia septiembre del 2007 (fines de 1994-principio de 
2009). La tasa media de sustitución nucleotídica inferida fue de 8,53 x 10-4 sus./sitio/año 
(95% HPD 1,25 x 10-6–2,42 x 10-3). La dispersión fue constante a lo largo del tiempo a 
razón de 9,55 km/año. Se infirió el epicentro de dispersión del brote en el barrio de 
Mataderos, ubicado en el límite oeste de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires. 
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Figura 22. Proceso de difusión temporo-espacial inferido para el brote de DENV-1 
genotipo V ocurrido en el 2009 en el Área Metropolitana de Buenos Aires. Captura 
secuencial de imágenes obtenidas a partir de la representación de la inferencia en Google Earth. 
  
25/09/07 - 05/01/08 01/01/09 - 27/05/0905/01/08 - 01/01/09
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2. DENV-1: período 2015-2016 
2.1. Marco epidemiológico de las muestras analizadas 
De enero a julio del año 2015 se detectaron 169 casos con infección por DENV-1, 
sólo 34 casos esporádicos no presentaban reporte de viaje a zonas endémicas durante 
los 15 días previos al comienzo de la fiebre. Del total de casos positivos, 90 fueron 
hombres y 69 mujeres. La edad media de los pacientes fue de 34 años.  
Con el objetivo de poder determinar si los casos sin reporte de viaje a zonas 
endémicas se relacionaban con las secuencias autóctonas del 2009, se intentaron aislar 
los virus provenientes de estos casos. Tres muestras obtenidas entre fines de abril y 
principios de mayo pudieron ser aisladas en cultivo celular. Las mismas se denominaron: 
HNRG92526, HNRG92719 y HNRG92980. Correspondían a hombres, de entre 28 y 45 
años. 
En el transcurso de esta tesis en el Laboratorio de Virología del HNRG tuvimos 
acceso a la utilización de equipos de secuenciación de nueva generación (NGS). 
Evaluando la posibilidad de poder implementar nuevas tecnologías como parte del 
aprendizaje adquirido en este trabajo de tesis, la secuenciación de los tres aislamientos 
referidos se realizó mediante esta metodología. 
A fines del 2015 y principios de 2016, se registró en AMBA un nuevo brote de 
DENV-1 sin precedentes en relación a su magnitud. En el Laboratorio de Virología del 
HNRG se evaluaron 4924 casos con sospecha de dengue desde diciembre del 2015 a 
fines de abril del 2016. De los mismos, 2306 resultaron ser NS1 positivos.  
En cuanto a las características epidemiológicas de este último brote, el 84,66% de 
los casos ocurrieron durante los meses de febrero y marzo (Figura 23). La edad media de 
los pacientes fue de 31,54 años, presentándose en menores de un año hasta en mayores 
de 90 años. Del total de pacientes con DENV-1 positivo, 1769 reportaron no haber 
viajado a zonas endémicas en los 15 días previos al comienzo de la fiebre (Tabla 19). 
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Figura 23. Número de casos NS1 positivos para DENV detectados durante el 
brote del 2016. 
Para poder caracterizar este brote, se estudiaron 82 virus entre casos importados 
y locales. La selección de los casos importados se realizó con el objetivo de que los 
distintos países involucrados se encuentren representados en el muestreo. Los casos 
locales evaluados se seleccionaron tras diseñar un muestreo que permitiera evaluar 
todas las áreas de AMBA afectadas. Para ésto, se consideraron los casos reportados por 
zonas por el Ministerio de Salud de la Nación, lo que nos permitió saber qué zonas 
debían estar más y cuáles menos muestreadas en función del número de casos 
reportados en cada una de ellas. En base a esto se definieron cuadrículas de muestreo y 
se especificó un número de casos a considerar ponderado por el número de casos 
reportado por el Ministerio en dicha cuadrícula. Luego, se ubicaron en el mapa las 
muestras NS1 positivas detectadas en nuestro laboratorio que no habían viajado. Ya con 
las muestras ubicadas en sus cuadrículas y conociendo el número a muestrear por cada 
una, se seleccionaron aleatoriamente dentro de cada cuadrícula el número de muestras 
ya definido. De esta manera, se logró un muestreo homogéneo y sin sesgo. Las 
características epidemiológicas de las 82 muestras estudiadas se presentan en la tabla 
19. 
Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Locales 4 7 431 1135 192
Importados 2 130 253 134 18
Totales 6 137 684 1269 210
0
200
400
600
800
1000
1200
C
a
so
s 
N
S
1
 p
o
si
tiv
o
s
Locales
Importados
RESULTADOS - 82 
 
Tabla 19. Casos confirmados de DENV-1 durante el brote del 2016 y subgrupo 
estudiado. 
 
* La edad expresada corresponde a la media en años. F: Femenino; M: Masculino. 
2.2. Análisis genético 
Entre los objetivos de esta tesis se planteó caracterizar molecularmente los 
eventuales brotes con circulación autóctona de DENV-1 que pudieran surgir durante el 
trascurso de la misma. Dada la magnitud del brote de DENV-1 del año 2016, nos 
propusimos genotipificar y conocer el origen del mismo. Para ello, se obtuvo la 
secuencia que codifica para la proteína E (1487 nucleótidos) de los 82 virus 
seleccionados, mediante secuenciación por el método de Sanger. Para ésto, se amplificó 
el fragmento deseado por RT-PCR utilizando tres pares de cebadores: 790-1492, 1208-
2257 y 2125-2904 (Tabla 8). Cabe señalar, que debido a que en este caso el objetivo fue 
genotipificar al virus que estaba circulando en AMBA, no se requirió obtener el genoma 
completo por lo que no fue necesario el aislamiento viral en cultivos celulares. En la 
tabla 20 se presenta el nombre asignado a cada una de las 82 muestras evaluadas, las 
fechas de recolección de las mismas y el país de origen de la infección. 
Las secuencias obtenidas por NGS de las tres muestras de principios del 2015 se 
incorporaron a los análisis filogenéticos y filogeográficos que se describirán en el inciso 
2.2.1.3. y 2.2.1.4. para la caracterización del brote ocurrido durante fines del 2015 y 
principios del 2016. Cabe señalar que mediante esta metodología se obtuvo el genoma 
completo de estos virus, sin embargo solo se utilizó la secuencia que codifica para la 
proteína E para realizar los análisis mencionados. 
  
Total detectado en nuestro laboratorio Subgrupo estudiado
Casos de dengue 2306 82
Edad* 31,54 (<1-93 años) 34 (1-78 años)
Sexo F:1169  M:1137 F:46 M:36
Transmisión local 1769 (76,71%) 40 (48,78%)
Historia de viaje reciente a zona endémica 537 (23,29%) 42 (51,22%)
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Tabla 20. Muestras de DENV-1 del brote del 2016 evaluadas. 
 
2.2.1. Análisis bioinformáticos 
2.2.1.1. Anotación de secuencias obtenidas 
Las secuencias del brote del 2016 obtenidas fueron pulidas, anotadas y 
depositadas en GenBank, bajo los números de acceso: KX768338-KX768419. 
2.2.1.2. Caracterización molecular 
Con el fin de determinar el tipo de selección que estaba actuando sobre las 
secuencias del brote del 2016 estudiadas, se realizó el análisis de selección bajo el 
modelo de sustitución nucleotídica TrN. De acuerdo con al menos dos de los métodos 
utilizados en el análisis realizado con Datamonkey en función de cada codón, la relación 
HNRG102566 14/01/2016 Argentina, Misiones HNRG105062 18/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG102532 14/01/2016 Paraguay HNRG105076 18/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG102652 18/01/2016 Argentina, Formosa HNRG105181 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG102741 19/01/2016 Argentina, Misiones HNRG105220 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG102917 21/01/2016 Paraguay HNRG105184 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG102886 21/01/2016 Argentina, Misiones HNRG105173 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG103011 22/01/2016 Paraguay HNRG105214 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG103191 25/01/2016 Paraguay HNRG105212 19/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG103330 27/01/2016 Argentina, Misiones HNRG105346 22/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG103430 28/01/2016 Argentina, AMBA HNRG105546 23/02/2016 Argentina, Jujuy
HNRG103674 01/02/2016 Argentina, Misiones HNRG105512 23/02/2016 Brasil
HNRG103696 01/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105486 23/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG103745 01/02/2016 Brasil HNRG105481 23/02/2016 Argentina, Misiones
HNRG103677 01/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105620 24/02/2016 Brasil
HNRG103646 01/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105686 24/02/2016 Brasil
HNRG104047 04/02/2016 Brasil HNRG105691 24/02/2016 Argentina, Entre Ríos
HNRG104048 04/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105776 25/02/2016 Argentina, Santiago del Estero
HNRG104075 05/02/2016 Brasil HNRG105835 25/02/2016 Argentina, Santiago del Estero
HNRG104100 05/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105836 25/02/2016 Argentina, San Luis
HNRG104323 10/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105949 26/02/2016 Brasil
HNRG104228 10/02/2016 Argentina, AMBA HNRG105906 26/02/2016 Brasil
HNRG104255 10/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106053 29/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG104247 10/02/2016 Argentina, Misiones HNRG106056 29/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG104496 11/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106110 29/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG104502 11/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106045 29/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG104513 11/02/2016 Brasil HNRG106060 29/02/2016 Argentina, AMBA
HNRG104492 11/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106373 01/03/2016 Argentina, Chaco
HNRG104546 12/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106477 02/03/2016 Brasil
HNRG104580 12/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106428 02/03/2016 Argentina, Entre Ríos
HNRG104715 15/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106613 03/03/2016 Brasil
HNRG104768 15/02/2016 Argentina, AMBA HNRG106691 03/03/2016 Argentina, Córdoba
HNRG104789 15/02/2016 Argentina, Entre Ríos HNRG107088 07/03/2016 Bolivia
HNRG104763 15/02/2016 Argentina, AMBA HNRG107216 07/03/2016 Bolivia
HNRG104743 15/02/2016 Argentina, Tucumán HNRG107038 07/03/2016 Brasil
HNRG104694 15/02/2016 Argentina, AMBA HNRG107068 07/03/2016 Argentina, Córdoba
HNRG104842 16/02/2016 Argentina, AMBA HNRG107304 08/03/2016 Argentina, Santiago del Estero
HNRG104865 16/02/2016 Argentina, AMBA HNRG107955 10/03/2016 Brasil
HNRG104922 16/02/2016 Argentina, AMBA HNRG108046 11/03/2016 Argentina, San Luis
HNRG104983 17/02/2016 Argentina, AMBA HNRG108252 11/03/2016 Argentina, Misiones
HNRG105079 18/02/2016 Argentina, AMBA HNRG108235 11/03/2016 Argentina, Formosa
HNRG105107 18/02/2016 Argentina, AMBA HNRG110386 13/04/2016 Argentina, AMBA
País de origen de la infecciónMuestra
Fecha de recolección 
de muestra
País de origen de la infección Muestra
Fecha de recolección 
de muestra
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dN/dS reveló que 42 sitios se encontraban bajo selección purificadora (selección 
negativa), tabla 21. La relación global dN/dS en el total del alineamiento (ω) resultó de 
0,05, lo cual indica que las secuencias evaluadas en conjunto se encontrarían bajo 
selección purificadora o negativa. No se encontraron sitios bajo selección positiva. En la 
proteína E se encontraron 143 sitios polimórficos, con 145 mutaciones.  
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Tabla 21. Sitios bajo selección negativa detectados por dos o más métodos en la 
proteína E de las 82 muestras de DENV-1 evaluadas. 
 
SLAC (del inglés single likelihood ancestor counting), FEL (del inglés fixed effects 
likelihood), REL (del inglés random effects likelihood). Nivel de significancia: para 
SLAC y FEL, p<0,1; REL probabilidad posterior>50. En gris se resaltan los residuos 
seleccionados negativamente con valores significativos. 
Codón SLAC dN-dS SLAC p-valor FEL dN-dS FEL p-valor REL dN-dS
REL Factor de 
Bayes
4 -27,52 0,11 -119,37 0,01 -1,94 6,60 x 1017
19 -13,76 0,33 -45,23 0,06 -1,09 1,91 x 108
51 -13,76 0,33 -53,74 0,05 -1,11 5,34 x 106
52 -29,07 0,10 -59,70 0,08 -1,22 1,24 x 1015
68 -27,52 0,11 -66,36 0,02 -1,24 6,21 x 1017
80 -41,29 0,04 -76,75 0,01 -1,92 6,36 x 1026
95 -13,76 0,33 -45,15 0,06 -1,09 5,86 x 108
103 -29,07 0,10 -48,98 0,10 -1,12 1,11 x 1015
126 -15,81 0,30 -86,38 0,09 -1,21 3,83 x 106
133 -15,88 0,30 -88,31 0,09 -1,21 3,11 x 106
151 -27,52 0,11 -113,44 0,01 -1,97 1,41 x 10
16
169 -13,76 0,33 -22,99 0,09 -1,03 6,35 x 108
170 -13,76 0,33 -45,66 0,06 -1,09 3,31 x 108
177 -29,07 0,10 -90,32 0,07 -1,38 4,23 x 1015
181 -13,76 0,33 -24,93 0,09 -1,04 6,59 x 108
187 -27,52 0,11 -41,11 0,02 -1,09 5,41 x 1017
189 -13,76 0,33 -35,87 0,08 -1,06 4,10 x 108
219 -27,52 0,11 -82,73 0,01 -1,51 6,07 x 1017
227 -13,76 0,33 -25,54 0,08 -1,04 6,84 x 108
250 -13,76 0,33 -63,18 0,05 -1,14 7,72 x 108
252 -13,76 0,33 -52,95 0,06 -1,11 1,79 x 107
262 -27,52 0,11 -51,95 0,02 -1,15 1,34 x 1015
264 -14,60 0,40 -31,95 0,08 -1,04 2,79 x 1013
268 -13,76 0,33 -82,32 0,04 -1,18 7,63 x 108
279 -29,07 0,10 -54,20 0,02 -1,16 1,89 x 1014
280 -13,76 0,33 -52,95 0,05 -1,11 8,23 x 108
286 -14,70 0,32 -75,05 0,10 -1,17 9,24 x 106
290 -29,07 0,10 -54,45 0,09 -1,17 2,22 x 1014
295 -31,65 0,09 -159,39 0,02 -2,53 2,01 x 1013
303 -27,52 0,11 -163,37 0,00 -2,34 6,95 x 1016
324 -13,76 0,33 -33,57 0,08 -1,05 8,33 x 108
329 -13,76 0,33 -63,10 0,05 -1,14 2,03 x 108
331 -13,76 0,33 -51,73 0,05 -1,10 8,17 x 108
354 -27,52 0,11 -40,50 0,03 -1,07 5,76 x 1017
360 -29,07 0,10 -44,66 0,12 -1,10 6,44 x 1013
372 -27,52 0,11 -44,28 0,02 -1,09 5,97 x 1017
402 -58,14 0,01 -217,10 0,00 -10,45 2,81 x 1032
424 -27,52 0,11 -39,92 0,03 -1,09 5,35 x 1017
430 -13,76 0,33 -52,95 0,05 -1,11 1,14 x 106
431 -27,52 0,11 -49,55 0,02 -1,13 5,96 x 1017
448 -14,53 0,32 -28,23 0,08 -1,04 8,77 x 106
476 -20,56 0,26 -51,73 0,04 -1,10 8,14 x 108
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Del análisis de predicción de sitios de N-glicosilación se obtuvo que los dos sitios 
esperados, Asn-67 y Asn-153 en la proteína E, se encontraban conservados en todas las 
secuencias evaluadas. En la figura 24, se muestra a modo de ejemplo, los dos sitios 
inferidos. 
 
Figura 24. Sitios de glicosilación inferidos en las secuencias 
estudiadas. La línea horizontal del gráfico señala el valor umbral del potencial 
del sitio de glicosilación. 
En relación a los cambios aminoacídicos, se encontraron 18 cambios no 
conservativos. En la tabla 22 se muestran los cambios detectados en más de una 
secuencia. Cabe mencionar que cuatro de ellos (S338L, R394K, V428L y V436I) ubicados 
en el dominio III de la proteína E, dividen las secuencias evaluadas en dos grupos 
(p<0,01) cuando fueron analizados con la herramienta Meta-CATS. A su vez, dentro de 
uno de ellos, un subgrupo de diez secuencias se diferencia dado que presentan tres 
sustituciones únicas y características: D235E, K325R y K361R (p<0,01). 
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Tabla 22. Cambios aminoacídicos detectados en las 82 secuencias evaluadas de la 
proteína E de DENV-1. 
 
Se muestran sólo los cambios detectados en más de una secuencia. 
2.2.1.3. Análisis filogenéticos 
Con el fin de poder genotipificar las secuencias obtenidas, se generó un 
alineamiento con 262 secuencias de nucleótidos correspondientes a la proteína E de 
DENV (1487 nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las tres secuencias de DENV-1 
obtenidas por NGS del 2015, las 82 secuencias de DENV-1 del brote del 2016, las 27 
180 222 235 325 338 361 394 428 436 180 222 235 325 338 361 394 428 436
A S D K S K R V V A S D K S K R V V
HNRG102566 · · · · · · · · HNRG105062 · T · · · · · · ·
HNRG102532 · · · · L · K L I HNRG105076 · · · · L · K L I
HNRG102652 · · · · L · K L I HNRG105181 · · · · · · · · ·
HNRG102741 · · · · · · · · · HNRG105220 · · · · · · · · ·
HNRG102917 V · · · · · · · · HNRG105184 · · · · · · · · ·
HNRG102886 · · · · L · K L I HNRG105173 · · · · · · · · ·
HNRG103011 · · E R L R K L I HNRG105214 · · · · L · K L I
HNRG103191 · · · L · K L I HNRG105212 · · · · L · K L I
HNRG103330 · · E R L R K L I HNRG105346 · · · · · · · · ·
HNRG103430 · · E R L R K L I HNRG105546 · · · · · · · · ·
HNRG103674 · · · · · · · · · HNRG105512 · · · · · · · · ·
HNRG103696 · · E R L R K L I HNRG105486 · · E R L R K L I
HNRG103745 · · · · L · K L I HNRG105481 · · · · L · K L I
HNRG103677 · · · · L · K L I HNRG105620 · · · · · · · · ·
HNRG103646 · · · · L · K L I HNRG105686 · · · · · · · · ·
HNRG104047 · · · · · · K · · HNRG105691 · · · · L · K L I
HNRG104048 · · · · L · K L I HNRG105776 · · · · L · K L I
HNRG104075 · T · · · · · · · HNRG105835 · · · · L · K L I
HNRG104100 · · E R L R K L I HNRG105836 · · · · L · K L I
HNRG104323 · · · · · · · · · HNRG105949 · T · · · · · · ·
HNRG104228 · · · · · · · · · HNRG105906 · T · · · · · · ·
HNRG104255 · · E R L R K L I HNRG106053 V · · · · · · · ·
HNRG104247 · · E R L R K L I HNRG106056 · · · · · · · · ·
HNRG104496 · · · · · · · · · HNRG106110 · · · · · · · · ·
HNRG104502 · · · · · · · · · HNRG106045 · T · · · · · · ·
HNRG104513 · T · · · · · · · HNRG106060 · · · · L · K L I
HNRG104492 · · · · L · K L I HNRG106373 · · · · L · K L I
HNRG104546 · · · · · · · · · HNRG106477 · · · · · · · · ·
HNRG104580 · · E R L R K L I HNRG106428 · · · · · · · · ·
HNRG104715 · · · · · · · · · HNRG106613 · · · · · · · · ·
HNRG104768 · · · · · · · · · HNRG106691 · · · · L · K L I
HNRG104789 · · · · · · · · · HNRG107088 · · · · · · · · ·
HNRG104763 · · · · · · · · · HNRG107216 · · · · · · · · ·
HNRG104743 · · · · · · · · · HNRG107038 · · · · L · K L I
HNRG104694 · · · · L · K L I HNRG107068 · · · · L · K L I
HNRG104842 · · · · L · K L I HNRG107304 · · · · · · · · ·
HNRG104865 · · · · L · K L I HNRG107955 · · · · L · K L I
HNRG104922 · · · · L · K L I HNRG108046 · · · · · · · · ·
HNRG104983 · · · · · · · · · HNRG108252 · · E R L R K L I
HNRG105079 · · · · · · · · · HNRG108235 · · · · L · K L I
HNRG105107 · · · · · · · · · HNRG110386 · · · · L · K L I
Muestra Muestra
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secuencias de DENV-1 del período 1999-2010 y 150 secuencias representativas de 
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, incluyendo sus genotipos respectivos, obtenidas de 
bases de datos (Tabla 5 del Anexo 2). El modelo evolutivo seleccionado para este 
alineamiento fue GTR+G+I. 
Se analizaron las relaciones filogenéticas mediante métodos de distancia, donde el 
soporte de las ramas se evaluó mediante bootstrap con 1000 pseudo-réplicas, y 
métodos bayesianos. El árbol consenso obtenido por metodología bayesiana se logró 
luego de 4 x 106 generaciones corridas en duplicado y muestreando cada 4 x 103 
generaciones.  
Ambos métodos evaluados fueron congruentes, mostrando las mismas relaciones 
filogenéticas con alto soporte estadístico. Se pudo observar que tanto las tres 
secuencias de principios del 2015, como las 82 secuencias del brote del 2016 obtenidas 
en nuestro laboratorio forman parte del genotipo V de DENV-1 (Figura 25). El árbol 
obtenido por métodos de distancia se muestra en la figura 4 del Anexo 2. 
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Figura 25. Árbol consenso obtenido por metodología bayesiana. Las 82 secuencias del 
2016 obtenidas en nuestro laboratorio se resaltan en azul y las tres secuencias de principios del 2015 
en rojo. En las ramas origen de cada clado se muestran las probabilidades posteriores obtenidas 
mayores a 0,70. 
En el árbol, se puede observar que las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio 
del brote del 2016 se diversifican en dos linajes. Uno relacionado con las secuencias de 
DENV-1 del año 2009 previamente obtenidas en nuestro laboratorio y otro 
independiente a estas secuencias. 
Estos dos linajes coinciden con los dos grupos descriptos en el inciso 2.2.1.2. 
definidos por los cuatro cambios aminoacídicos. 
2.2.1.4. Análisis filogeográficos 
Una vez genotipificadas las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio, con el fin 
de poder conocer el origen de los virus circulantes del brote del 2016 y dada la 
RESULTADOS - 90 
 
observación realizada de los dos linajes descritos, se realizó un análisis filogeográfico 
discreto. Para esto, se generó un alineamiento compuesto por 198 secuencias 
americanas del gen que codifica para la proteína E de DENV-1 genotipo V (1487 
nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las 85 secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio durante 2015-2016, las 27 secuencias del período 1999-2010 y 86 secuencias 
representativas de DENV-1 genotipo V obtenidas de las bases de datos. Cada secuencia 
se asoció con el año y el país de origen de la infección, datos requeridos para poder 
realizar los análisis mencionados (tabla 6 del Anexo 2). El modelo evolutivo seleccionado 
para este alineamiento fue TIM3+G+I. El modelo TIM3 (del inglés transitional model) 
considera cuatro tasas de sustitución posibles (AC=CG, AT=GT, AG, CT). En este caso, 
también se aplica la distribución gamma (G) y la existencia de sitios invariantes (I).  
Se ensayaron distintos tipos de reloj molecular y modelos demográficos para 
poder determinar cuál era la mejor combinación para nuestro alineamiento. Mediante 
BF se seleccionaron el reloj molecular lognormal relajado y el modelo demográfico 
denominado GMRF Bayesian Skyride. La convergencia de la MCMC se obtuvo luego de 2 
x 108 generaciones, muestreadas cada 2 x 104 generaciones.  
A partir del análisis filogeográfico discreto y a través del MCCT de la figura 26, se 
pudo inferir la localización del ancestro común más reciente en el Caribe, con las 
mayores probabilidades en las Islas Vírgenes Británicas (SP=0,54) y en Puerto Rico 
(SP=0,35), hacia fines de 1975 (95% HPD 1972-1979). La tasa media de sustitución 
nucleotídica inferida para las secuencias americanas de DENV-1 genotipo V fue de 6,95 x 
10-4 sus./sitios/años (95% HPD 5,87 x 10-4 - 8,11 x 10-4). 
Observando el MCCT de la figura 26, se pudo corroborar la cocirculación de dos 
linajes durante el brote del 2016. Uno de ellos, llamativamente, se relaciona con las 
secuencias del 2009 obtenidas en nuestro laboratorio y presentadas en el apartado 
anterior. Como ya se había inferido, el ancestro común de este clado se habría 
localizado en Venezuela aproximadamente en 1999. Luego, de acuerdo a las inferencias, 
el virus habría llegado a la Argentina hacia fines del 2006. Desde entonces, se habría 
diversificado en distintos clados.  
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El segundo linaje, presentaría su ancestro en Brasil aproximadamente en 1999. Las 
secuencias del 2016 ubicadas en este linaje, se distribuyen en tres sub-clados con origen 
entre 2012 y 2015.  
Respecto a las tres muestras evaluadas de principios del 2015 sin historia de viaje, 
las mismas se relacionan con secuencias Mexicanas y de Nicaragua obtenidas de bases 
de datos.  
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Figura 26. Árbol de máxima credibilidad de los clados (MCCT) obtenido a partir de la 
secuencia codificante para la proteína E de DENV-1 genotipo V. Las secuencias obtenidas 
en nuestro laboratorio se nombraron como: HNRG número_año_país de origen (_provincia Argentina 
o local a las de AMBA). Las secuencias del brote del 2016 se señalan en azul. Las secuencias de AMBA 
del 2009 se marcan en gris y las de principio del 2015 en amarillo. Las probabilidades posteriores 
iguales a 1 se muestran en los nodos. Los colores de las ramas indican el país de origen de cada una. La 
escala de tiempo en años se presenta en la parte inferior de la figura. 
Con el fin de poder determinar dónde podría haberse originado el brote a nivel 
local, se realizó un análisis filogeográfico continuo. Para ello, se generó un alineamiento 
por cada uno de los clados que contenían secuencias locales del 2016, uno 
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correspondiente al linaje relacionado con las secuencias del 2009 denominado grupo A 
(19 secuencias locales, modelo evolutivo: TrN+I), y dos incluidos en el linaje con origen 
en Brasil denominados grupos B (6 secuencias locales, modelo evolutivo: TrN) y C (11 
secuencias locales, modelo evolutivo: TrN). Cada secuencia se asoció con la localización 
residencial (latitud y longitud) y la fecha de inicio de fiebre reportada por el paciente en 
la ficha adjunta a cada muestra (mm-dd-yyyy) (Tabla 7 del Anexo 2). 
Se probaron distintos tipos de reloj molecular, modelos de dispersión geográfica y 
modelos demográficos con el fin de evaluar cuál era la mejor combinación para cada 
alineamiento. Mediante BF se seleccionó el reloj molecular lognormal relajado en todos 
los grupos. El modelo de dispersión geográfica seleccionado en cada caso fue lognormal 
para el grupo A y homogéneo para el grupo B y C. Respecto al modelo demográfico, se 
seleccionó el denominado GMRF Bayesian Skyride para todos los grupos. La 
convergencia de la MCMC se obtuvo luego de 2 x 107generaciones, muestreadas cada 2 
x 104 generaciones para los grupos A y B, y 1 x 108 generaciones muestreadas cada 1 x 
105 generaciones para el grupo C. 
A partir del análisis filogeográfico continuo realizado a los diversos grupos, si bien 
se logró inferir la edad y localización del ancestro, el rango de los intervalos de 
credibilidad de cada valor resultó muy amplio. Por este motivo, los resultados se 
presentan en el Anexo 2 y consideramos que una posible estrategia para mejorar las 
inferencias realizadas a nivel local, seria evaluar un mayor número se secuencias. 
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3. DENV-2: período 2010-2013 
3.1. Marco epidemiológico de las muestras analizadas 
Durante el período comprendido entre los años 2010 y 2013, en el Laboratorio de 
Virología del HNRG se confirmaron un total de 47 casos de DENV-2. En cuanto a las 
características epidemiológicas, el 78,70% de los casos ocurrieron durante el 2013, 
mientras que los restantes 10 casos ocurrieron entre el 2010 y el 2012. Del total de 
casos confirmados, 25 fueron mujeres y 22 varones. La edad de los pacientes varió entre 
4-64 años, con una edad media de 38,16 años. Si bien los pacientes residían en la Ciudad 
de Buenos Aires, la mayoría declaró en su ficha epidemiológica historia de viaje reciente 
a países endémicos.  
Del total de DENV-2 positivos registrados en el laboratorio, nueve virus pudieron 
ser aislados y amplificados en cultivo celular. 
3.2. Análisis genético 
Al momento de iniciar la caracterización genética de los DENV-2 detectados en el 
laboratorio, nuestro grupo de trabajo había comenzado a realizar los primeros ensayos 
con técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS). Al mismo tiempo, debíamos 
definir si se compraban los pares de cebadores necesarios para obtener los genomas 
completos de estas nueve muestras o podíamos prescindir de ellos aplicando NGS. 
Consideramos que el aprendizaje de una tecnología de vanguardia con tanto potencial y 
en el ámbito de un hospital público sería muy enriquecedor para este trabajo de tesis, 
por lo que fue la técnica seleccionada.  
En la tabla 23 se presenta el nombre asignado a cada una de las nueve muestras 
evaluadas, las fechas de recolección de las mismas y el país de origen de la infección. 
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Tabla 23. Muestras de DENV-2 evaluadas. 
 
3.2.1. Obtención de genomas 
La obtención de las bibliotecas por amplificación al azar es un proceso complejo, 
donde el éxito de dicha amplificación no es un hecho asegurado. Las muestras evaluadas 
se trabajaron en dos oportunidades distintas con la metodología de NGS descripta. En la 
primera oportunidad se realizó el protocolo tal como lo recomienda el fabricante 
(Illumina) en cuatro de las muestras amplificadas en cultivo celular. Los resultados 
obtenidos no fueron los esperados. Como puede observarse a través del visualizador de 
archivos .bam IGV (Figura 27), no se lograron obtener los genomas completos en las 
muestras ensayadas. En la tabla 24 se detallan el total de lecturas obtenidas, filtradas 
por calidad (cortadas en los extremos 3’ y 5’, con Q>30) y las que mapearon con la 
referencia DQ181797.1 en cada muestra. 
Muestra
Fecha de recolección 
de mustra
País de origen de la 
infección
HNRG25282 24/02/2010 Brasil
HNRG26518 08/04/2010 Brasil
HNRG39940 14/03/2011 Paraguay
HNRG41282 29/04/2011 Bolivia
HNRG54175 23/04/2012 Paraguay
HNRG64638 15/01/2013 Paraguay
HNRG64648 16/01/2013 Paraguay
HNRG65223 06/02/2013 Paraguay
HNRG65348 13/02/2013 Argentina, Misiones
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Figura 27. Visualización a través de IGV de los archivos .bam obtenidos en la primera 
corrida de NGS. 
Tabla 24. Lecturas obtenidas en la primera corrida de NGS. 
 
Como puede observarse en la tabla 24, sólo en dos muestras se obtuvieron pocas 
lecturas que mapearon con la referencia. Es por esta causa que en la segunda corrida, se 
incorporaron técnicas de verificación durante los distintos pasos del protocolo y se 
realizaron las modificaciones que se consideraron pertinentes con el fin de poder 
optimizar los resultados. En esta corrida se procesaron todas las muestras amplificadas 
en cultivo celular. A continuación se detallan cada uno de los pasos de verificación 
modificados en esta corrida. 
  
Muestra
Número total de 
lecturas obtenidas
Número de lecturas 
filtradas (Q>30)   
(Porcentaje en función del 
número total de lecturas 
obtenidas)
Número de lecturas mapeadas 
con la referencia DQ181797 
(Porcentaje en función del 
número de lecturas filtradas)
Genoma 
completo
HNRG25282 2.276 958 (42,09) 0 No
HNRG39940 415.794 278.294 (66,93) 0 No
HNRG41282 13.282 9.281 (69,88) 84 (0,91) No
HNRG54175 126.351 86.070 (68,12) 169 (0,20) No
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3.2.1.1. Verificación del producto extraído 
Luego de extraer por columnas el ARN de las muestras a estudiar, se cuantificaron 
los ácidos nucleicos extraídos mediante un método fluorométrico (Qubit) y utilizando 
qPCR. Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 25. 
Tabla 25. Valores de cuantificación obtenidos con las distintas metodologías evaluadas 
para verificar los productos extraídos. 
  
ND: no detectable. NC: no cuantificado. 
3.2.1.2.  Verificación del producto amplificado y purificado 
A cada producto extraído y cuantificado se le realizó una ronda de PCR con 
cebadores al azar (SISPA) que permitió amplificar aleatoriamente el ácido nucleico de 
partida. 
Luego de realizar la purificación de los productos amplificados, se verificó el 
producto obtenido mediante qPCR con el kit comercial Sso Advanced™ Universal SYBR® 
Green Supermix, BioRad utilizando cebadores SISPA B. A su vez, se evaluó la 
concentración de ADN obtenido mediante cuantificación en un fluorómetro Qubit y se 
realizó una qPCR utilizando el kit Kapa Probe Fastq PCR (Applied Biosystems) con 
cebadores específicos para DENV-2. Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 26. 
HNRG25282 2,93 26,90
HNRG26518 2,00 20,46
HNRG39940 3,27 33,48
HNRG41282 2,50 27,14
HNRG54175 2,65 29,47
HNRG64638 ND 17,97
HNRG64648 2,67 20,93
HNRG65223 2,70 20,63
HNRG65348 3,91 24,71
H2O (control -) ND ND
CDC1.14 (control +) NC 36,56
Muestra Qubit (ng/uL)
qPCR específica DENV-2  
(cq, treshold  200)
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Tabla 26. Verificación de los productos amplificados y purificados. 
 
ND: No detectable. 
Con el método de cuantificación fluorométrico los valores de concentración 
obtenidos resultaron no detectables para la mayoría de las muestras. Sin embargo, la 
qPCR específica brindó valores de cq que revelaron la presencia de genomas virales de 
DENV-2. Por este motivo se decidió seguir con el protocolo de preparación de las 
bibliotecas. 
3.2.1.3. Verificación de las bibliotecas de ADN obtenidas. 
Se evaluó la concentración de ADN de las bibliotecas, obtenidas con el kit 
comercial Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina), de cada una de las 
muestras. Para esto se utilizó nuevamente un fluorómetro Qubit (Tabla 27) y se realizó 
una qPCR para cuantificación específica de bibliotecas de Illumina, utilizando NEBNext 
Library Quant Kit for Illumina. Con los estándares provistos por el kit se realizó una curva 
de calibrado (Figura 28) y se calculó la concentración de cada biblioteca. Los resultados 
obtenidos se muestran en la tabla 28.  
HNRG25282 0,061 34,39 34,37
HNRG26518 ND 35,69 26,72
HNRG39940 0,05 34,13 38,69
HNRG41282 ND 35,95 31,53
HNRG54175 ND 32,56 33,41
HNRG64638 ND 33,45 24,13
HNRG64648 0,064 36,19 26,92
HNRG65223 ND 32,72 26,32
HNRG65348 0,061 31,48 28,22
Muestra Qubit (ng/uL)
qPCR 
SSoAdvanced
qPCR específica DENV-2  
(cq, treshold  200)
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Tabla 27. Cuantificación realizada por técnica fluorométrica de las bibliotecas obtenidas. 
 
ND: No detectable. 
 
Figura 28. Curva estándar obtenida en la  
qPCR realizada con NEBNext Library 
Quant Kit. 
Tabla 28. Cuantificación realizada por qPCR de las bibliotecas obtenidas. 
 
HNRG25282 0,25
HNRG26518 0,15
HNRG39940 0,14
HNRG41282 ND
HNRG54175 0,21
HNRG64638 0,18
HNRG64648 0,21
HNRG65223 0,18
HNRG65348 0,14
Muestra Qubit (ng/uL)
HNRG25282 1,20
HNRG26518 0,74
HNRG39940 0,45
HNRG41282 0,03
HNRG54175 0,40
HNRG64638 0,98
HNRG64648 0,78
HNRG65223 0,34
HNRG65348 3,46
Muestra Concentración (nM)
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Como se puede observar, las concentraciones obtenidas de cada una de las 
bibliotecas fueron bajas respecto del valor recomendado por Illumina de 2 nM (Tablas 
27 y 28). 
Una vez que tuvimos las bibliotecas cuantificadas, se realizó la normalización con 
el fin de que cada una de ellas esté igualmente representada en el pool final a 
secuenciar. En esta oportunidad, y dado que durante la primera corrida no habíamos 
obtenido buenos resultados, al ver que nuestras bibliotecas tenían una concentración 
menor a la requerida para la normalización por perlas magnéticas (10-15 nM), 
realizamos la normalización manual con el objetivo de poder optimizar los resultados. 
3.2.1.4. Verificación de la calidad de la corrida de NGS 
Realizada la secuenciación en el equipo MiSeq, en BaseSpace se visualizaron los 
datos obtenidos en tiempo real a medida que avanzaba la secuenciación. En esta 
sección a modo de ejemplo se muestran los resultados de la segunda corrida realizada 
(Figura 29), en la cual se utilizó un cartucho de secuenciación de 500 ciclos, con formato 
de lectura paired-end (2 x 250 pb.). 
Inicialmente se evaluaron los parámetros que informan sobre la calidad de la 
corrida. Obtuvimos una formación de clusters de entre 700-800 K/mm2, lo esperado 
para una corrida de 500 ciclos de Nextera XT es de 700-900 K/mm2. Como se muestra en 
la figura 29 A, se puede observar la celda de flujo particionada y se muestran en 
distintos colores, la densidad de los clusters que pasaron el filtro. En nuestra corrida 
observamos que gran parte de las celdas presentan un color celeste o azul lo que nos 
estaría indicando que muchos de los clusters formados no superaron el filtro. A su vez, 
en el gráfico de cajas, se compara la densidad de clusters sin procesar versus la densidad 
de clusters que pasaron el filtro (Figura 29 C). En nuestra corrida tuvimos una buena 
densidad de clusters dado que ambas cajas se ubican próximas entre sí. Por el contrario, 
si viéramos las cajas separadas, podría indicar que la densidad de clusters sin procesar 
resultó mayor que la de los que pasaron el filtro.  
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Respecto de la calidad de las lecturas, podemos observar que el 72,10% de las 
lecturas presentó una calidad superior al Q30 (Figura 29 D y E).  
 
Figura 29. Calidad de la secuenciación. A- Gráfico de celdas de flujo. B- Intensidad de las bases 
leídas en cada ciclo. C-Grafico de cajas de los datos por cada carril de la celda de flujo. D-Calidad de las 
lecturas. E-Mapa de calor de la calidad de las lecturas en cada ciclo. 
Como puede observarse en la información general de la corrida (Figura 29 B, D y 
E), la misma se detuvo por problemas técnicos antes de terminar los 250 ciclos que 
correspondían a la run 2. Por este motivo, es que los análisis se realizaron sobre los 
datos obtenidos con la run 1.  
3.2.2. Análisis bioinformáticos 
Luego de evaluar la calidad de la corrida y ver el número de lecturas asociadas a 
las muestras de DENV-2, se procedió a realizar el análisis de las secuencias obtenidas. 
Para ésto, se obtuvieron los datos crudos de la corrida y se analizaron utilizando las 
herramientas de la plataforma Galaxy disponibles on-line. En la tabla 29 se detallan el 
total de lecturas obtenidas, filtradas por calidad (cortadas en los extremos 3’ y 5’, con 
Q>30) y las que mapearon con la referencia DQ181797.1 en cada muestra y en la figura 
30 la visualización de los archivos .bam en IGV.  
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Tabla 29. Resultados obtenidos en la segunda corrida de NGS. 
 
Muestra
Número total de 
lecturas obtenidas
Número de lecturas filtradas 
(Q>30)   (Porcentaje en 
función del número total de 
lecturas obtenidas)
Número de lecturas mapeadas con la 
referencia DQ181797 (Porcentaje en 
función del número de lecturas 
filtradas)
Genoma 
completo
HNRG25282 41433 8072 (19,48) 4 (0,05) No
HNRG26518 191675 117825 (61,47) 3029 (2,57) Si
HNRG39940 128342 75529 (58,85) 2 (0,003) No
HNRG41282 8469 5430 (64,12) 2 (0,04) No
HNRG54175 34524 11405 (33,03) 7 (0,06) No
HNRG64638 246786 154286 (62,52) 21989 (14,25) Si
HNRG64648 121218 74538 (61,50) 1656 (2,22) Si
HNRG65223 69640 44122 (63,36) 1003 (2,27) Si
HNRG65348 172228 83787 (48,65) 99 (0,12) No
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Figura 30. Visualización a través de IGV de los archivos .bam obtenidos en la 
segunda corrida de NGS. 
Como puede observarse en la tabla 29 y en la figura 30, obtuvimos un porcentaje 
más elevado de lecturas mapeadas con la referencia. En esta oportunidad, hemos 
podido obtener información genética en cinco de las nueve muestras evaluadas, en 
cuatro de ellas se obtuvo el genoma completo (HNRG26518, HNRG64638, HNRG64648, 
HNRG65223). Sólo cuatro muestras no pudieron secuenciarse. Estos resultados 
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concuerdan con los valores de cuantificación específica obtenidos por qPCR tanto en la 
verificación postextracción de ARN como en la verificación de los productos 
amplificados y purificados (incisos 3.2.1.1. y 3.2.1.2.). Vale destacar, que de las cuatro 
muestras en las que no se obtuvieron resultados en esta corrida, dos (HNRG41282, 
HNRG54175) presentaron lecturas que mapearon con la referencia en la primera corrida 
de NGS. Por lo tanto, en conjunto se obtuvo información genética de siete de las nueve 
muestras analizadas. 
3.2.2.1. Caracterización molecular 
Con el fin de determinar el tipo de selección que estaba actuando sobre las 
secuencias de DENV-2 estudiadas, se utilizaron las cuatro muestras de las que se obtuvo 
genoma completo dado que aportarían la mayor información para estos análisis. Se 
realizó el análisis de selección bajo el modelo de sustitución nucleotídica TrN. De 
acuerdo con al menos uno de los métodos utilizados en el análisis realizado con 
Datamonkey en función de cada codón, la relación dN/dS reveló que 39 sitios se 
encontraban bajo selección purificadora (selección negativa) (Tabla 30). No se 
encontraron sitios bajo selección positiva. La relación global dN/dS en el total del 
alineamiento (ω) resultó de 0,07, lo cual indica que las secuencias evaluadas en 
conjunto se encontrarían bajo selección purificadora o negativa.  
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Tabla 30. Sitios bajo selección negativa detectados en las muestras de DENV-2 
evaluadas. 
 
SLAC (del inglés single likelihood ancestor counting), FEL (del inglés fixed effects likelihood), REL (del 
inglés random effects likelihood). Nivel de significancia: para SLAC y FEL, p<0,1; REL probabilidad 
posterior>50. En gris se resaltan los residuos seleccionados negativamente con valores significativos. 
Codón Proteína SLAC dN-dS
SLAC p-
valor
FEL dN-dS FEL p-valor REL dN-dS
REL Factor 
de Bayes
43 C -115972 0,33 -42195800 0,02 -0,93 0
52 C -115972 0,33 -11089400 0,06 -0,93 0
103 C -115972 0,33 -19982200 0,07 -0,93 0
213 prM -115972 0,33 -11089400 0,07 -0,93 0
352 E -115972 0,34 -11089400 0,05 -0,93 0
399 E -124662 0,31 -418359000 0,03 -0,93 0
417 E -124662 0,32 -423461000 0,04 -0,93 0
781 E -115972 0,33 -8442060 0,09 -0,93 0
852 NS1 -124662 0,31 -670272000 0,03 -0,93 0
883 NS1 -115972 0,33 -65787400 0,02 -0,93 0
999 NS1 -124662 0,31 -13073600 0,10 -0,93 0
1057 NS1 -115972 0,34 -20449500 0,07 -0,93 0
1294 NS2A -1229 0,07 -0.000 1000,00 -0,93 0
1300 NS2A -14496 0,05 -0.000 1000,00 -0,93 0
1311 NS2A -115972 0,33 -19982200 0,03 -0,93 0
1333 NS2A -119566 0,32 -23611900 0,07 -0,93 0
1461 NS2B -119566 0,32 -23611900 0,07 -0,93 0
1500 NS2B -157573 0,25 -96922100 0,02 -0,93 0
1546 NS3 -124662 0,31 -547143000 0,06 -0,93 0
1589 NS3 -115972 0,34 -20350600 0,04 -0,93 0
1607 NS3 -115972 0,33 -65787400 0,02 -0,93 0
1759 NS3 -124662 0,31 -13178200 0,09 -0,93 0
1766 NS3 -5410 0,10 -0.000 1000,00 -0,93 0
1862 NS3 -121554 0,32 -15606500 0,10 -0,93 0
1897 NS3 -115972 0,33 -9979050 0,06 -0,93 0
2043 NS3 -130991 0,30 -20750100 0,10 -0,93 0
2063 NS3 -121554 0,32 -15606500 0,10 -0,93 0
2159 NS4A -115972 0,34 -58991800 0,07 -0,93 0
2228 NS4A -115972 0,33 -134020000 0,02 -0,93 0
2261 ? -119566 0,32 -11094200 0,06 -0,93 0
2306 NS4B -115972 0,33 -134020000 0,02 -0,93 0
2372 NS4B -115972 0,33 -20449500 0,04 -0,93 0
2499 NS4B -115972 0,33 -8442060 0,07 -0,93 0
2712 NS5 -115972 0,33 -8442060 0,09 -0,93 0
2713 NS5 -115972 0,33 -9979050 0,04 -0,93 0
2769 NS5 -115972 0,34 -42195800 0,04 -0,93 0
2770 NS5 -10879 0,03 -0.000 1000,00 -0,93 0
2890 NS5 -124662 0,31 -13073600 0,06 -0,93 0
3063 NS5 -115972 0,33 -33163700 0,06 -0,93 0
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Del análisis de predicción de sitios de N-glicosilación se obtuvo que todas las 
secuencias evaluadas presentan 13 sitios posibles (Asn-183, 347, 433, 982, 1134, 1174, 
1329, 2301, 2305, 2485, 2644, 2665, 2714). Solo una secuencia (HNRG26518), que 
corresponde a una muestra de un paciente del mes de febrero con antecedente de viaje 
a Brasil, presentó un sitio extra en la proteína NS2A (Asn-1190). En la figura 31 se 
muestran a modo de ejemplo, los 13 sitios inferidos en la mayoría de las secuencias 
estudiadas. 
 
Figura 31. Sitios de glicosilación inferidos en la mayoría de las 
secuencias estudiadas. La línea horizontal del gráfico señala el valor 
umbral del potencial del sitio de glicosilación. 
Con el fin de evaluar las variaciones existentes en las secuencias estudiadas, se 
compararon las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio con la secuencia de DENV-
2 de Tailandia del año 2001 (DQ181797.1) que se consideró como referencia. Los 
polimorfismos encontrados se expresaron para cada secuencia en comparación con 
dicha secuencia de referencia. 
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En toda la secuencia codificante (10175 pb.) se encontraron 903 sitios 
polimórficos, con 908 sustituciones nucleotídicas. En relación a los cambios 
aminoacídicos, se encontraron 117 cambios totales. En la tabla 31 se muestran los 
cambios aminoacídicos detectados en más de una secuencia respecto de la referencia. 
La mayoría de ellos se presentan en la proteína NS5. Al observar entre las secuencias 
evaluadas, las mayores diferencias las presenta la única muestra de Brasil, HNRG26518. 
Tabla 31. Cambios aminoacídicos detectados en las cuatro secuencias evaluadas de 
DENV-2. 
 
9 10 101 104 106 112 130 153 234 266 363 371 421
K N S M I V I M A V K V V
HNRG26518 R S T V V A R I V A N I I
HNRG64638 R S T V V A R I V A N I I
HNRG64648 R S T V V A R I V A N I I
HNRG65223 R S T V V A R I V A N I I
444 449 450 483 506 508 519 588 620 626 660 764 771
V S I N K E T V M Y I I V
HNRG26518 I T T D T G I I T H V V A
HNRG64638 I . T D T G . I T H V V A
HNRG64648 I . T D T G . I T H V V A
HNRG65223 I . T D T G . I T H V V A
780 825 855 871 904 947 952 956 987 997 1022 1039 1056
V Q A T Y K A S I N L I D
HNRG26518 I H S I H R V . M S F T E
HNRG64638 I H S I H R V P M S F T E
HNRG64648 I H S I H R V . M S F T E
HNRG65223 I H S I H R V . M S F T E
1061 1132 1165 1178 1184 1190 1192 1231 1236 1243 1247 1260 1280
I V V K V T A T V I V V L
HNRG26518 V I L R M N T A A L I A S
HNRG64638 V I L R M . T A A L I A S
HNRG64648 V I L R M . T A A L I A S
HNRG65223 V I L R M . T A A L I A S
1301 1316 1342 1402 1454 1457 1488 1504 1536 1590 1615 1618 1661
V T N T L I M K K L I K R
HNRG26518 A A S A V V V R R I V R K
HNRG64638 A A S A V V V R R I V R K
HNRG64648 A A S A V V V R R I V R K
HNRG65223 A A S A V V V R R I V R K
1808 1856 1874 2036 2109 2114 2116 2129 2132 2135 2156 2169 2183
I K T R F T D A R N T R T
HNRG26518 M . A K . A N V K T A K I
HNRG64638 M . A K L A N V K T A K .
HNRG64648 M R A K L A N V K T A K .
HNRG65223 M . A K L A N V K T A K .
2256 2258 2262 2265 2266 2399 2496 2626 2647 2687 2716 2737 2768
L L A Q P D I I V A S R I
HNRG26518 . F T E S E V T I T T K .
HNRG64638 . F T E S E V T I T T K V
HNRG64648 F F T E S E A T I T T K V
HNRG65223 . F T E S E V T I T T K V
2826 2828 2879 2903 2920 2928 2992 3005 3012 3014 3049 3087 3119
L T K I S K E K D S E R V
HNRG26518 V M E V G R G R E G K K I
HNRG64638 V M E V G R G R E G K K I
HNRG64648 V M E V G R G R E G K K I
HNRG65223 V M E V G R G R E G K K I
3122 3128 3132 3161 3167 3178 3189 3208 3240 3254 3302 3310 3327
N V V L N I K I R S T R I
HNRG26518 S A I I S V R V K T A Q V
HNRG64638 S A T I S V R V K T A Q V
HNRG64648 S A I I S V R V K T A Q V
HNRG65223 S A I I S V R V K T A Q V
3356 3369
A E
HNRG26518 T G
HNRG64638 T G
HNRG64648 . G
HNRG65223 T G
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
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3.2.2.2. Análisis filogenéticos 
Para el caso de los análisis filogenéticos y con el objetivo de genotipificar las siete 
muestras de las que se obtuvieron resultados por NGS, se decidió utilizar todos los datos 
de secuencia disponibles abarcando el genoma completo, a pesar de que para algunas 
muestras había regiones del mismo sin definir. De esta manera se aportaría la mayor 
información posible de las muestras analizadas. 
Se generó un alineamiento con 112 secuencias de nucleótidos correspondientes al 
genoma completo de DENV-2 (10176 nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las siete 
secuencias de DENV-2 obtenidas por NGS en nuestro laboratorio y 105 secuencias 
representativas de DENV-2 obtenidas de bases de datos con sus respectivos genotipos y 
linajes, basándonos en lo reportado recientemente por Waman y colaboradores [141]. 
En el Anexo 3 tabla 8 se detallan las secuencias obtenidas de bases de datos incluidas en 
el análisis. El modelo evolutivo seleccionado para este alineamiento fue GTR+G+I. 
Se analizaron las relaciones filogenéticas mediante métodos de distancia, donde el 
soporte de las ramas se evaluó mediante bootstrap con 1000 pseudo-réplicas, y 
métodos bayesianos. El árbol consenso obtenido por metodología bayesiana se logró 
luego de 4,3 x 106 generaciones corridas en duplicado y muestreando cada 5 x 103 
generaciones. 
Por ambos métodos evaluados se obtuvieron las mismas relaciones filogenéticas 
con alto soporte estadístico. Se pudo observar que las siete secuencias obtenidas en 
nuestro laboratorio forman parte del genotipo Asiático/Americano de DENV-2 y agrupan 
con secuencias del linaje 5. En la figura 32 se muestra el árbol obtenido por inferencia 
bayesiana. El árbol obtenido por métodos de distancia se muestra en la figura 5 del 
Anexo 3.  
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Figura 32. Árbol consenso obtenido por metodología bayesiana. Las siete secuencias de 
DENV-2 obtenidas en nuestro laboratorio se resaltan en azul. En las ramas origen de cada clado se 
muestran las probabilidades posteriores obtenidas iguales a 1. Los genotipos se abrevian de la 
siguiente manera: AM: Americano, C: Cosmopolita, AA: Asiático/Americano, AI: Asiático I, AII: Asiático 
II, S: Selvático.  Se señala además el linaje al cual pertenecen las secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio. 
3.2.2.3. Análisis filogeográficos 
Una vez genotipificadas las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio, se realizó 
un análisis filogeográfico discreto, con el fin de evaluar la evolución y la distribución 
global del genotipo Asiático/Americano. Para ello, se generó un alineamiento 
compuesto por 117 secuencias completas de DENV-2 genotipo Asiático/Americano 
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(10176 nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las 7 secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio y 110 secuencias representativas del genotipo Asiático/Americano obtenidas 
de las bases de datos (Tabla 9 del Anexo 3). Cada secuencia se asoció con el año y el país 
de origen de la infección, datos requeridos para poder realizar los análisis mencionados 
(en la tabla 10 del Anexo 3 se señala la latitud y longitud utilizada para cada 
localización). El modelo evolutivo seleccionado para este alineamiento fue GTR+G+I.  
Se probaron distintos tipos de reloj molecular y modelos demográficos para poder 
determinar cuál era la mejor combinación para nuestro alineamiento. Mediante BF se 
seleccionaron el reloj molecular lognormal relajado y el modelo demográfico 
denominado Coalescent Bayesian Skyline. La convergencia de la MCMC se obtuvo luego 
de 4 x 108 generaciones, muestreadas cada 4 x 105 generaciones. La historia 
demográfica inferida para el DENV-2 genotipo Asiático/Americano fue reconstruida 
mediante gráficos denominados Bayesian Skyline Plots (BSPs) que se implementan 
desde el programa TRACER (Figura 33). 
 
Figura 33. Bayesian Skyline Plot obtenido para el DENV-2 genotipo Asiático/Americano. 
Se muestra el tamaño poblacional efectivo (eje Y) en función del tiempo expresado en años (eje X). En gris 
se resaltan los intervalos de credibilidad 95%. 
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A partir del análisis filogeográfico discreto se pudo inferir que el ancestro común 
más reciente del DENV-2 genotipo Asiático/Americano dataría aproximadamente en 
1971 (95% HPD 1966-1976). Se pudo inferir la localización del ancestro común más 
reciente en Tailandia (SP=0,35). La tasa media de sustitución nucleotídica inferida para 
el genotipo Asiático/Americano fue de 8,42 x 10-4 sus./sitios/años (95% HPD 7,74 x 10-4 - 
9,17 x 10-4). Al analizar la reconstrucción de la historia demográfica inferida (BSPs) se 
puede observar que la población habría aumentado a partir del año 1987, presentando un 
pequeño decaimiento aproximadamente en 1993. En el año 2009, el tamaño 
poblacional habría decaído alcanzando nuevamente el tamaño original.  
A partir del análisis del MCCT mostrado en la figura 34, el proceso de difusión 
resumido en la figura 35 y el video 3 disponible en el CD adjunto, encontramos una 
propagación inicial del genotipo Asiático/Americano de DENV-2 desde Tailandia a 
distintos países de Asia (Vietnam y Cambodia). A su vez, se puede observar un clado 
separado con origen en Vietnam (SP=0,45), desde donde habría alcanzado las Islas 
Vírgenes Británicas (SP=0,41) aproximadamente en el año 1980 (95% HPD 1980-1983). 
Desde allí, se habría dispersado en todo el continente americano. Se puede observar 
una introducción en Puerto Rico en dos oportunidades, en el año 1985 y 1993. Desde las 
Islas Vírgenes Británicas habría ingresado en Venezuela en los años 1987 y 1993. El 
primer clado con origen en Venezuela (SP=0,25) se asocia a secuencias de Brasil 
incluidas en el análisis. A partir de la segunda introducción en Venezuela (SP=0,45), se 
puede observar una dispersión hacia distintos países de América Central como México y 
Nicaragua. A su vez, ambos clados con origen en Venezuela presentan una relación con 
secuencias de Cambodia lo que nos permite suponer un intercambio entre el continente 
americano y el asiático. Respecto al ingreso del virus en Brasil, se pueden observar tres 
posibles introducciones: la primera ya mencionada, habría llegado desde Venezuela en 
1989; las otras dos habrían alcanzado el país en 1997 y 2006 desde las Islas Vírgenes 
Británicas. Asociada a esta última introducción del virus en Brasil (SP=0,84) se 
encuentran las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio. Desde Brasil habría 
alcanzado Bolivia (SP=0,50) en 2008 (95% HPD 2008-2010) y luego, Paraguay (SP=0,84) 
en 2010 (95% HPD 2009-2011). Asociado al clado con origen en Paraguay se encuentra 
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la única secuencia evaluada de la provincia de Misiones, Argentina, probablemente dada 
la cercanía con dicho país limítrofe. 
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Figura 34. Árbol de máxima credibilidad de los clados (MCCT) obtenido para el  
genotipo Asiático/Americano de DENV-2. Las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio se 
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nombraron como: HNRG número|año|país de origen (|provincia Argentina) y se señalan en azul. En 
cada nodo se señalan la localización más probable del ancestro y las probabilidades posteriores mayores 
a 0,7. Los colores de las ramas indican el país de origen de cada una. La escala de tiempo en años se 
presenta en la parte inferior de la figura. Los países se abrevian de la siguiente manera: AR: Argentina, 
BE: Belice, BI: Islas Vírgenes Británicas, BO: Bolivia, BR: Brasil, CA: Cambodia, CO: Colombia, CU: Cuba, 
GU: Guatemala, JA: Jamaica, MX: México, NI: Nicaragua, PY: Paraguay, PR: Puerto Rico, RD: Republica 
Dominicana, TH: Tailandia, VE: Venezuela, VN. Vietnam.  
 
 
Figura 35. Proceso de difusión temporo-espacial inferido para DENV-2 genotipo 
Asiático/Americano. De rojo a azul se encuentra representado el año de dispersión, de 1971 a 2013 
respectivamente. 
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4. DENV-3: año 2007 
4.1. Marco epidemiológico de las muestras analizadas 
Durante el 2007, en el Laboratorio de Virología del HNRG se confirmaron un total 
de 35 casos importados de DENV-3. En cuanto a las características epidemiológicas, la 
mayoría de los casos ocurrieron durante el mes de mayo (60%). Del total de casos 
confirmados, 18 fueron mujeres y 16 varones (1 anónimo). La edad de los pacientes 
varió entre 4 y 76 años, con una edad media de 33 años. Si bien los pacientes residían en 
la Ciudad de Buenos Aires, la mayoría declaró en su ficha epidemiológica historia de 
viaje reciente a Brasil o Paraguay. 
Del total de DENV-3 positivos registrados en el laboratorio, 18 virus pudieron ser 
aislados y amplificados en cultivo celular. 
4.2. Análisis genético 
Con el objetivo de caracterizar genéticamente los genomas virales de los DENV-3 
detectados en nuestro laboratorio, se secuenció por el método de Sanger el genoma 
completo (10707 nucleótidos) de los productos amplificados correspondientes a 15 de 
los 18 DENV-3 aislados. Tres de los aislamientos no pudieron ser amplificados en su 
totalidad, por este motivo, se excluyeron de los análisis. 
En la tabla 32 se presenta el nombre asignado a cada una de las 15 muestras 
evaluadas, las fechas de recolección de las mismas y el país de origen de la infección. 
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Tabla 32. Muestras de DENV-3 evaluadas. 
 
4.2.1. Análisis bioinformáticos 
4.2.1.1. Anotación de secuencias obtenidas 
Las secuencias obtenidas fueron pulidas utilizando el software SeqScape, y queda 
pendiente su anotación y depósito en GenBank. 
4.2.1.2. Caracterización molecular 
Con el fin de determinar el tipo de selección que estaba actuando sobre las 
secuencias de DENV-3 del 2007 estudiadas, se realizó el análisis de selección bajo el 
modelo de sustitución nucleotídica TrN. De acuerdo con al menos dos de los métodos 
utilizados en el análisis realizado con Datamonkey en función de cada codón, la relación 
dN/dS reveló que 46 sitios se encontraban bajo selección purificadora (selección 
negativa) (Tabla 33). No se encontraron sitios bajo selección positiva. La relación global 
dN/dS en el total del alineamiento (ω) resultó de 0,09, lo cual indica que las secuencias 
evaluadas en conjunto se encontrarían bajo selección purificadora o negativa.  
Muetra
Fecha de recolección de 
muestra
País de origen de la 
infección                             
HNRG11455 09/01/2007 Paraguay                                                         
HNRG11586 07/02/2007 Paraguay                                                        
HNRG6383 08/02/2007 Paraguay                                                             
HNRG11595 09/02/2007 Paraguay                                                       
HNRG6475 17/02/2007 Paraguay                                                         
HNRG6477 17/02/2007 Paraguay                                             
HNRG6541 23/02/2007 Paraguay                                                                  
HNRG6625 02/03/2007 Paraguay                                                               
HNRG6645 05/03/2007 Paraguay                                                                
HNRG6670 06/03/2007 Paraguay                                                               
HNRG6671 06/03/2007 Paraguay                                           
HNRG6672 06/03/2007 Paraguay                                                             
HNRG6694 07/03/2007 Paraguay                                                    
HNRG6733 09/03/2007 Brasil                                                                  
HNRG6768 13/03/2007 Brasil                                                            
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Tabla 33. Sitios bajo selección negativa detectados por dos o más métodos en las 15 
muestras de DENV-3 evaluadas. 
 
SLAC (del inglés single likelihood ancestor counting), FEL (del inglés fixed effects likelihood), REL 
(del inglés random effects likelihood). Nivel de significancia: para SLAC y FEL, p<0,10; REL 
probabilidad posterior>50. En gris se resaltan los residuos seleccionados negativamente con 
valores significativos. 
Codón Proteína SLAC dN-dS SLAC p-valor FEL dN-dS FEL p-valor REL dN-dS
REL Factor de 
Bayes
139 C -48,69 0,32 -1320,70 0,10 -1,54 1,27 x 10
7
299 prM -45,98 0,33 -1317,23 0,08 -1,54 1,06 x 10
5
393 E -49,54 0,39 -1883,04 0,07 -1,53 2,52 x 10
11
518 E -48,69 0,32 -1327,63 0,10 -1,54 1,54 x 10
7
528 E -45,98 0,33 -1511,02 0,08 -1,54 7,01 x 10
5
759 E -45,98 0,33 -1737,35 0,07 -1,54 2,84 x 10
7
811 NS1 -45,98 0,33 -1212,57 0,09 -1,54 2,68 x 10
7
822 NS1 -91,96 0,11 -3211,73 0,01 -1,54 2,64 x 10
11
911 NS1 -45,98 0,33 -1511,02 0,06 -1,54 2,87 x 10
7
914 NS1 -45,98 0,33 -1511,02 0,06 -1,54 2,87 x 10
7
918 NS1 -48,69 0,32 -2590,34 0,09 -1,53 2,32 x 107
1066 NS1 -45,98 0,33 -2969,12 0,05 -1,54 1,34 x 107
1073 NS1 -45,98 0,33 -1317,23 0,08 -1,54 1,06 x 105
1088 NS1 -45,98 0,34 -1317,23 0,06 -1,54 2,84 x 107
1125 NS1 -45,98 0,33 -1511,02 0,07 -1,54 2,84 x 107
1130 NS1 -45,98 0,33 -1780,72 0,08 -1,54 2,64 x 107
1161 NS2A -45,98 0,33 -1395,73 0,08 -1,54 6,96 x 105
1164 NS2A -45,98 0,33 -1733,28 0,07 -1,54 1,32 x 107
1190 NS2A -45,98 0,33 -1152,21 0,10 -1,54 1,58 x 107
1329 NS2A -47,35 0,42 -1623,07 0,08 -1,53 2,56 x 1011
1440 NS2B -45,98 0,33 -1511,02 0,08 -1,54 7,01 x 105
1449 NS2B -45,98 0,33 -1317,23 0,09 -1,54 6,97 x 105
1480 NS2B -45,98 0,33 -1317,23 0,09 -1,54 6,97 x 105
1545 NS3 -45,98 0,33 -1317,23 0,09 -1,54 6,97 x 105
1571 NS3 -65,35 0,24 -1465,14 0,08 -1,54 4,23 x 103
1648 NS3 -45,98 0,33 -1317,23 0,06 -1,54 2,85 x 107
1775 NS3 -45,98 0,34 -1511,02 0,06 -1,54 2,85 x 107
1837 NS3 -45,98 0,33 -1236,30 0,09 -1,54 2,68 x 107
1901 NS3 -96,92 0,11 -10070,80 0,01 -1,53 1,58 x 1011
1906 NS3 -45,98 0,33 -1511,02 0,08 -1,54 7,01 x 105
1929 NS3 -45,98 0,33 -1317,23 0,08 -1,54 2,82 x 107
2125 NS4A -45,98 0,33 -1511,02 0,07 -1,54 1,06 x 105
2180 NS4A -45,98 0,33 -1317,23 0,09 -1,54 6,97 x 105
2206 NS4A -48,69 0,32 -1374,49 0,10 -1,54 1,40 x 107
2347 NS4B -47,77 0,41 -1575,63 0,08 -1,53 2,56 x 1011
2362 NS4B -47,15 0,33 -1913,54 0,05 -1,54 2,97 x 107
2383 NS4B -65,35 0,24 -1465,14 0,08 -1,54 4,23 x 103
2480 NS4B -45,98 0,33 -1057,04 0,10 -1,54 2,65 x 107
2825 NS5 -45,98 0,33 -1215,51 0,09 -1,54 2,68 x 107
2867 NS5 -45,98 0,33 -1511,02 0,07 -1,54 2,84 x 107
3058 NS5 -48,69 0,32 -2118,72 0,05 -1,54 2,03 x 10
7
3133 NS5 -94,30 0,11 -3222,85 0,02 -1,54 2,64 x 1011
3231 NS5 -45,98 0,33 -1081,06 0,10 -1,54 2,65 x 107
3272 NS5 -45,98 0,33 -3359,72 0,04 -1,54 2,89 x 10
7
3280 NS5 -45,98 0,33 -3287,75 0,03 -1,54 1,54 x 107
3385 NS5 -45,98 0,34 -1780,72 0,06 -1,54 2,84 x 10
7
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Con el fin de evaluar las variaciones existentes, se compararon las secuencias 
obtenidas en nuestro laboratorio con la secuencia de DENV-3 de FilipinasH87/57 
(M93130) que se consideró como referencia. Los polimorfismos encontrados se 
expresaron para cada secuencia en comparación con dicha secuencia de referencia. 
En toda la secuencia codificante (nt.95-10267) se encontraron 719 sitios 
polimórficos, con 727 sustituciones nucleotídicas. En relación a los cambios 
aminoacídicos, se encontraron 101 cambios totales. En la tabla 34 se muestran los 
cambios aminoacídicos detectados en más de una secuencia. La mayoría de ellos se 
presentan en la proteína E y en NS5.  
 Del análisis de predicción de sitios de N-glicosilación se obtuvo que todas las 
secuencias evaluadas presentan nueve sitios posibles (Asn-183, 347, 433, 1132, 1661, 
2304, 2386, 2456, 2712). Solo una secuencia (HNRG6625), recolectada a principios del 
mes de marzo con origen en Paraguay, presentó un sitio extra en la proteína NS2A (Asn-
1250). En la figura 36 se muestran a modo de ejemplo, los nueve sitios inferidos en la 
mayoría de las secuencias estudiadas. 
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Tabla 34. Cambios aminoacídicos detectados en las 15 secuencias evaluadas de DENV-3. 
 
35 108 112 361 404 412 444 449 485 499 505 550 571 581 582 625 640 663
R M T I S H S A M T K T K L N H E K
HNRG6733 K I A V P Y P T I A E N E T . . . N
HNRG6768 K I A V P Y P T I A E N E T . . . N
HNRG11455 . V A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6625 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG11586 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG11595 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6541 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6670 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6671 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6645 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6477 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6672 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG36383 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6694 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
HNRG6475 . I A V P Y P T . . E N E T K Y D N
671 732 751 769 815 856 866 867 893 901 912 1061 1097 1112 1123 1162 1177 1237
R I T V V D I T L T S S M N A L G A
HNRG6733 K V . A L N T I K I N T . S V F D T
HNRG6768 K V . A L N T I K I N T . S V F D T
HNRG11455 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG6625 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG11586 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG11595 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG6541 K V I A L N T I K . N T I S V F D T
HNRG6670 K V I A L N T I K . N T I S V F D T
HNRG6671 K V I A L N T I K . N T I S V F D T
HNRG6645 K V I A L N T I K . N T I S V F D T
HNRG6477 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG6672 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG36383 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG6694 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
HNRG6475 K V I A L N T I K . N T . S V F D T
1240 1275 1283 1300 1320 1402 1448 1452 1461 1533 1588 1649 1680 1709 1829 1844 1892 1925
R V I I T V I I M H I T A M V V I V
HNRG6733 Q I M V A I . V L Y T . . L A D K A
HNRG6768 Q I M V A I . V L Y T . . L A D K A
HNRG11455 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6625 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG11586 Q I M V A I V V L Y T I . L A D K A
HNRG11595 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6541 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6670 Q I M V A I V V L Y T . T L A D K A
HNRG6671 Q I M V A I V V L Y T . T L A D K A
HNRG6645 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6477 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6672 Q I M . A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG36383 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6694 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
HNRG6475 Q I M V A I V V L Y T . . L A D K A
1949 1955 2041 2095 2191 2192 2240 2350 2357 2435 2479 2506 2517 2540 2617 2671 2719 2778
M K E A D V V I V V L K L I M V S S
HNRG6733 T N Q T E I I T I A F R . . I . A N
HNRG6768 T N Q T E I I T I A F R . . I . A N
HNRG11455 T N Q . E I I T I A F . R . . I A N
HNRG6625 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG11586 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG11595 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6541 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6670 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6671 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6645 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6477 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6672 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG36383 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6694 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
HNRG6475 T N Q . E I I T I A F . R T . I A N
2855 2861 2864 2879 2912 2919 3042 3075 3128 3129 3253 3325 3354
P K E R R E I K P L T D L
HNRG6733 S R G K K D V T L P S N P
HNRG6768 S R G K K D V T L P S N P
HNRG11455 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6625 S R G K K D . T L P S . P
HNRG11586 S R G K K D . T L P S . P
HNRG11595 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6541 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6670 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6671 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6645 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6477 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6672 S R G K K D . T L P S . P
HNRG36383 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6694 S R G K K D . T L P S . P
HNRG6475 S R G K K D . T L P S . P
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
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Figura 36. Sitios de glicosilación inferidos en la mayoría de 
las secuencias estudiadas. La línea horizontal del gráfico señala el 
valor umbral del potencial del sitio de glicosilación. 
4.2.1.3. Análisis filogenéticos 
Con el fin de poder genotipificar las secuencias obtenidas, se realizó una búsqueda 
en bases de datos de secuencias de genomas completos representativas de los distintos 
genotipos de DENV-3. No se encontraron suficientes genomas completos de los distintos 
genotipos, por lo que se decidió utilizar la secuencia codificante de la proteína E para 
realizar este análisis, dado que la misma es aceptada para tal fin. Como consecuencia, se 
generó un alineamiento con 93 secuencias correspondientes a la proteína E de DENV-3 
(1479 nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las 15 secuencias de DENV-3 obtenidas 
en nuestro laboratorio y 78 secuencias de DENV-3 de distintos genotipos obtenidas de 
bases de datos (Tabla 11 del Anexo 4). El modelo evolutivo seleccionado para este 
alineamiento fue TIM2+G. 
RESULTADOS - 121 
 
Se aplicaron distintos métodos de inferencia filogenética: distancia y máxima 
verosimilitud, donde el soporte de las ramas se evaluó mediante bootstrap con 1000 
pseudo-réplicas, y métodos bayesianos. El árbol consenso obtenido por metodología 
bayesiana se logró luego de 8 x 106 generaciones corridas en duplicado y muestreado 
cada 2 x 103  generaciones.  
Todos los métodos evaluados fueron congruentes, mostrando las mismas 
relaciones filogenéticas con alto soporte estadístico. Como resultado, se determinó que 
las 15 secuencias de DENV-3 obtenidas en nuestro laboratorio forman parte del 
genotipo III (Figura 37). Los árboles obtenidos por los otros métodos evaluados se 
muestran en las figuras 6 y 7 del Anexo 4. 
 
Figura 37. Árbol obtenido por metodología bayesiana para definir 
genotipo utilizando la secuencia de la proteína E. Las 15 muestras DENV-1 
secuenciadas en nuestro laboratorio se señalan en color azul. En las ramas origen de 
cada clado se muestran las probabilidades posteriores obtenidas. Solo se muestran 
las que son superiores a 0,70. 
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4.2.1.4. Análisis filogeográficos 
Una vez genotipificadas las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio, con el fin 
de poder evaluar la evolución y la distribución a nivel global del DENV-3 genotipo III, se 
realizó un análisis filogeográfico discreto. Para esto, se generó un alineamiento 
compuesto por 114 secuencias de genomas completos de DENV-3 genotipo III (10438 
nucleótidos). Este alineamiento incluyó a las 15 secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio y 99 secuencias representativas de DENV-3 genotipo III obtenidas de las 
bases de datos (Tabla 12 del Anexo 4). Cada secuencia se asoció con el año y el país de 
origen de la infección, datos requeridos para poder realizar los análisis filogeográficos 
(en la tabla 13 del Anexo 4 se señala la latitud y longitud utilizada para cada 
localización). El modelo evolutivo seleccionado para este alineamiento fue GTR+G+I. 
Se probaron distintos tipos de reloj molecular y modelos demográficos con el fin 
de evaluar cuál era la mejor combinación para nuestro alineamiento. Mediante BF se 
seleccionaron el reloj molecular lognormal relajado y el modelo demográfico 
denominado GMRF Bayesian Skyride. La convergencia de la MCMC se obtuvo luego de 1 
x 109 generaciones, muestreadas cada 1 x 105 generaciones. La historia demográfica 
inferida para el DENV-3 genotipo III se reconstruyó mediante gráficos denominados 
GMRF Bayesian Skyride Plots que se obtienen desde el programa TRACER (Figura 38). 
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Figura 38. Bayesian Skyride Plot obtenido para el DENV-3 genotipo III. Se 
muestra el tamaño poblacional efectivo (eje Y) en función del tiempo expresado en años 
(eje X). En gris se resaltan los intervalos de credibilidad 95%. 
A partir del análisis filogeográfico discreto se pudo inferir que el ancestro común 
más reciente del DENV-3 genotipo III dataría aproximadamente del año 1980 (95% HPD 
1978-1982). Al observar la reconstrucción de la historia demográfica inferida, se puede 
notar que la población habría tendido a aumentar sostenidamente su tamaño efectivo a 
partir de 1990, con un máximo crecimiento poblacional inferido aproximadamente entre 
los años 2002 y 2003. 
La tasa media de sustitución nucleotídica inferida fue de 6,88 x 10-4 sus./sitio/año 
(95% HPD 6,07 x 10-4 – 7,78 x 10-4). Basados en la inferencia obtenida mediante los 
análisis realizados, encontramos que el ancestro común más reciente se habría 
localizado en Sri Lanka. Desde allí habría comenzado la dispersión del DENV-3 genotipo 
III hacia distintas partes del mundo. Inferimos una propagación inicial desde Sri Lanka 
hacia África (Mozambique) y luego, aproximadamente en 1998 hacia Asia (India, China, 
Pakistán). Por otro lado, desde Sri Lanka habría alcanzado Puerto Rico o Nicaragua 
(SP=0,25 y SP=0,20 respectivamente) aproximadamente en 1990. Este nodo presenta 
probabilidades de país similares para Puerto Rico y Nicaragua, por lo que no es posible 
determinar concretamente el país del ancestro. Luego, alrededor de 2005 se observa un 
clado de Nicaragua con ancestro en Puerto Rico. A su vez, desde Puerto Rico se habría 
dispersado hacia Venezuela y Colombia en 1998 y 2001, respectivamente; y hacia 
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México aproximadamente en el 2000. Además, hacia mediados de 1999 habría 
alcanzado Ecuador, desde donde luego se habría dispersado hacia Perú. Desde Puerto 
Rico, habría alcanzado en 1998 distintos países del Caribe (Anguilla, Guyana, Santa Lucía 
y Trinidad y Tobago). También desde Puerto Rico, habría alcanzado Brasil en dos 
oportunidades, una en 1998 y otra un año después. En relación a estas dos 
introducciones a Brasil se encuentran las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio. 
Analizando el MCCT obtenido (Figura 39), se pueden observar que las dos 
introducciones a Brasil mencionadas están definidas por dos clados bien soportados. El 
clado asociado con la primera introducción en 1998 (SP=0,99) agrupa secuencias 
reportadas principalmente por Brasil y dos de las secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio con reporte de viaje al mismo país (HNRG6733 y HNRG6768). El segundo 
clado asociado con la segunda introducción en Brasil (SP=0,99) en 1999 agrupa el resto 
de las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio con reporte de viaje a Paraguay. 
Relativo a estas últimas, se observa que el ancestro común más reciente de todas ellas 
dataría en Paraguay en el año 2005. Lamentablemente al momento de estos análisis, no 
existían reportadas en bases de datos, secuencias completas de DENV-3 con origen en 
Paraguay en esos años para corroborar la dispersión de estos virus entre Brasil y 
Paraguay. Estos procesos de difusión también se resumieron en la figura 40 y en el video 
4 disponible en el CD adjunto. 
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Figura 39. Árbol de máxima credibilidad de los clados (MCCT) de DENV-3 genotipo III. 
Las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio se nombraron como: HNRG número_año_país de 
origen y se señalan en azul. En los nodos se muestran las probabilidades posteriores iguales a 1 que se 
consideran significativas. La escala de tiempo se presenta en la parte inferior de la figura. 
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Figura 40. Proceso de difusión temporo-espacial inferido para DENV-3 
genotipo III. De naranja a verde se encuentra representado el año de dispersión, de 1980 
a 2012 respectivamente. 
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DISCUSIÓN 
1. DENV-1: período 1999-2010 
A partir de los resultados obtenidos presentados en esta sección de la tesis, 
hemos reportado la secuencia del genoma completo de 27 aislamientos de DENV-1 de 
1999, 2000, 2009 y 2010. Hemos analizado sus relaciones filogenéticas y filodinámicas; 
además de su dispersión global y local con el fin de contribuir al conocimiento de la 
historia evolutiva de este patógeno. Asimismo, hemos definido sus características 
genómicas y evaluado las características de crecimiento de los aislamientos. A su vez, 
hemos comparado las cargas virales presentadas en infecciones primarias y 
secundarias, y hemos podido demostrar la posible existencia de infecciones 
secundarias por DENV en un área no endémica. 
Dado que en AMBA se produjo circulación autóctona de DENV-1 por primera vez 
en el año 2009, nos propusimos tratar de explicar la posible adaptación del virus. 
Hipotetizando que estos virus podrían tener algún factor genético que se tradujera en 
un fenotipo biológico distintivo, realizamos distintos ensayos biológicos y el estudio 
genético de estos aislamientos.  
Se evaluó si las muestras de circulación local 2009-2010 presentaban tamaños 
mayores de placas en comparación con las de los aislamientos importados (fuera de 
AMBA, sean importados de otros países o de provincias del norte del país). 
Encontramos que los aislamientos de 2009-2010 con origen fuera de AMBA 
presentaron tamaños medios de placas significativamente mayores que los 
presentados por aislamientos de 1999-2000 o que los aislamientos de 2009-2010 que 
circularon localmente. A su vez, se encontró relación entre el tamaño de placa y la 
carga viral (tasa de replicación) presentada: las muestras con mayores cargas virales 
durante los seis días ensayados presentaron placas de mayor tamaño. Esta 
observación podría interpretarse pensando en la posibilidad de que, a mayor placa y 
mayor carga viral, mayor producción de partículas virales por célula infectada. La tasa 
de replicación in vitro y el tamaño de las placas suele utilizarse como medida de la 
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aptitud viral, incluso la obtención de placas de pequeño tamaño se emplea como 
marcador de atenuación en el desarrollo de candidatos a vacuna [142]. Teniendo en 
cuenta lo anterior, podríamos pensar que los aislamientos provenientes de virus con 
circulación autóctona no presentarían ventajas adaptativas relacionadas con estos 
parámetros.  Sin embargo, recientemente Goh y colaboradores, han propuesto que  la 
tasa de replicación viral y el tamaño de placa no están correlacionados 
invariablemente con la aptitud viral en un entorno epidemiológico o clínico [143].  
Los estudios de cinética de los aislamientos mediante la detección de cargas 
virales y la producción de NS1 mostraron que ambos son detectables a tiempos 
tempranos luego de la infección. La detección temprana de la producción de NS1 
apoya la incorporación de esta técnica en los primeros estadios de la infección como 
parte del algoritmo diagnóstico de DENV [34]. Las altas producciones de proteína NS1 
detectadas en las muestras: HNRG48 del 2000, HNRG14635 del 2009 y HNRG24827 del 
2010, no se asociaron al hallazgo de mutaciones específicas en la secuencia que 
codifica para NS1 que pudieran explicarlas. Dado que es una proteína esencial en los 
procesos de replicación viral, podría pensarse que estas muestras tendrían beneficios 
en su replicación [33]. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en sus 
cargas virales respecto de los demás aislamientos, aunque el aislamiento HNRG24827 
fue el que presentó mayor carga viral y mayor tamaño de placa.  
Un hallazgo interesante es el haber detectado más del 20% de infecciones 
secundarias por serología en la población sujeto de estudio durante el brote del año 
2009, considerando que en AMBA se reportó transmisión local por primera vez dicho 
año. Son numerosos los estudios que informan la existencia de un alto número de 
infecciones inaparentes tanto en áreas endémicas como no endémicas [144,145]. Las 
infecciones inaparentes de DENV pueden no causar síntomas o pueden ser 
diagnosticadas erróneamente como enfermedades sintomáticamente similares, 
especialmente en zonas no endémicas donde los profesionales de la salud podrían no 
estar al tanto de la posible circulación del virus. A su vez, es de destacar, que la ficha 
epidemiológica presentada con cada muestra sólo reporta los viajes recientes a zonas 
endémicas. En la misma, no se reportan los antecedentes de viajes previos a zonas 
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endémicas que la persona podría haber realizado y donde podría haber adquirido la 
primoinfección. Sería de gran utilidad poder evaluar la prevalencia de anticuerpos anti-
DENV en residentes de AMBA dado que esta información permitiría planificar el 
manejo de pacientes con riesgo de sufrir infecciones secundarias por DENV en un 
futuro brote. Sin embargo, no hay que dejar de resaltar la posibilidad de ocurrencia de 
reacciones cruzadas con otros flavivirus al utilizar las técnicas descritas para detectar 
infecciones secundarias, por lo que sería conveniente realizar la confirmación de estos 
hallazgos por técnicas de neutralización.  
Las muestras de suero en fase aguda colectadas durante el brote nos permitieron 
evaluar y comparar las cargas virales presentes en casos con infección primaria y 
secundaria por DENV. Hemos demostrado que independientemente del tipo de 
infección, las cargas virales decrecen a medida que la enfermedad progresa. Sin 
embargo, no hemos detectado diferencias en las cargas virales de infecciones 
primarias y secundarias al tercer y cuarto día desde el comienzo de la fiebre. Laue y 
colaboradores detectaron cargas virales altas (>1 x 106 moléculas de ARN/mL) en 
muestras de suero de pacientes con sospecha de infección secundaria, al primer y 
segundo día desde el comienzo de la fiebre [146]. En concordancia con este trabajo, 
nuestros resultados a los días uno y dos desde el comienzo de la fiebre también 
mostraron dichos valores de cargas virales, aunque el bajo número de muestras no 
permitió realizar las comparaciones estadísticas. Sin embargo, no sólo hemos 
encontrados estos valores en las infecciones secundarias, sino que también se 
observaron en muestras con infecciones primarias. 
Como se mencionó en la sección Introducción, se considera que aquellos 
individuos que cursan infecciones secundarias presentarían mayor riesgo de 
desarrollar casos graves. Guzmán y colaboradores describieron que cuanto mayor sea 
el tiempo transcurrido entre la primoinfección y la infección secundaria, mayor es el 
riesgo de desarrollar casos graves [58]. Es por esta razón, que nuestros hallazgos 
ponen en evidencia la posibilidad de en AMBA exista el riesgo de que pacientes que 
cursen infección por DENV desarrollen cuadros graves. Actualmente, la hipótesis más 
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aceptada para explicar el riesgo aumentado de desarrollar cuadros graves en 
infecciones secundarias es el denominado fenómeno ADE [59,60].  
Una vez evaluados todos los ensayos biológicos, se procedió a su caracterización 
molecular, con el fin de hallar características genómicas distintivas en los aislamientos 
autóctonos respecto de los importados. 
La diversidad genética presentada en el DENV, puede atribuirse a la ARN 
polimerasa dependiente de ARN que no presenta actividad correctora y se cree que 
produce aproximadamente una mutación por cada ronda de replicación [147]. A su 
vez, el hecho de haber analizado secuencias provenientes de distinto origen, tanto de 
diversas provincias como de distintos países, podría favorecer a la diversidad viral y 
demuestra la necesidad de analizar las presiones de selección que actúan sobre estas 
secuencias en las distintas regiones geográficas. Considerando los resultados de estos 
análisis, encontramos que la mayoría de los codones se encuentran bajo selección 
negativa y la relación dN/dS evaluada en forma global del alineamiento (ω) fue 
significativamente menor que uno. Esto sugiere que una fuerte selección purificadora 
podría estar actuando sobre estos virus, probablemente debido a las limitaciones 
estructurales de proteínas virales y el hecho de que el virus debe poder replicarse en 
dos hospedadores diferentes (humanos y mosquitos) [11]. Debe mencionarse, que el 
estudio se realizó utilizando aislamientos con bajos pasajes en cultivo celular, lo cual 
minimiza la ocurrencia de mutaciones asociadas a la adaptación al cultivo. 
La reconstrucción filogenética realizada permitió confirmar que todos los 
aislamientos evaluados pertenecen al genotipo V de DENV-1. En concordancia con 
nuestros resultados el genotipo V se ha reportado principalmente en América. En 
relación a los demás genotipos, al genotipo I se lo ha reportado en sudeste asiático y 
este de África. El genotipo II incluye cepas de Tailandia, mientras que el genotipo III 
agrupa cepas selváticas de Malasia. El genotipo IV incluye principalmente cepas del 
sudeste asiático, de las islas del oeste del Pacífico, Australia [148,147].  
DISCUSIÓN - 131 
 
Del análisis filogeográfico discreto realizado (MCCT), se puede observar que las 
secuencias analizadas de 1999 y 2000, se agrupan junto con secuencias recolectadas 
de bases de datos con origen en Brasil, Paraguay y en la provincia de Misiones, en 
consistencia con la extrema cercanía existente entre la mencionada provincia y los 
países limítrofes. Las secuencias obtenidas de 2009 y 2010 se localizan en dos clados 
bien delimitados, uno que contiene las secuencias de Argentina tanto locales de AMBA 
como importadas de otras provincias más dos secuencias importadas de Perú y 
Venezuela (2010); y otro clado donde se ubican las secuencias importadas de Brasil del 
2010.  
De acuerdo a las secuencias de DENV-1 genotipo V que utilizamos para realizar el 
análisis de coalescencia, pudimos inferir que el ancestro común más reciente de las 
secuencias estudiadas databa del año 1934, como reportaron Villabona-Arenas y 
Zanotto [149]. El primer ingreso del DENV-1 genotipo V a América Latina data del año 
1966 en Puerto Rico, en concordancia con inferencias ya publicadas [149,150]. Es de 
destacar, que el primer reporte del serotipo en América fue en Jamaica en el año 1977. 
Esta discrepancia puede estar asociada a variaciones propias del método de inferencia, 
pero no podemos dejar de mencionar que los niveles de vigilancia varían 
considerablemente entre países y que los datos epidemiológicos históricos de algunos 
países son escasos [151]. 
 Cuando evaluamos el ingreso del DENV-1 genotipo V en la Argentina, inferimos 
una primera introducción desde Paraguay en 1999-2000 que se relaciona con las 
secuencias analizadas en este trabajo de tesis de los años 1999-2000 importadas de 
Paraguay y Brasil, y secuencias previamente publicadas de nuestro país [152].  
Posteriormente hemos detectado una introducción desde Venezuela relacionada con 
la mayoría de las muestras de 2009-2010 aquí presentadas. Entre otras posibilidades, 
el turismo y el aumento de relaciones comerciales con Venezuela en este período 
pudieron haber tenido un papel fundamental en la introducción del virus a nuestro 
país. 
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Cuando evaluamos la historia demográfica del DENV-1 genotipo V mediante el 
gráfico BSPs obtenido (figura 5), observamos un primer decaimiento alrededor de 1998 
que podría estar relacionado con el aumento reportado por Allicock y colaboradores 
de la población del DENV-2 en el continente americano [151]. Luego, se observa un 
segundo decaimiento más profundo alrededor del año 2007, que podría estar 
relacionado con la emergencia del DENV-3 a nivel local y global [111,153,154]. Este 
aumento poblacional se corroboró en los análisis demográficos realizados para este 
último serotipo en este trabajo de tesis.  
Durante el brote del 2009 de DENV-1 genotipo V en el Área Metropolitana de 
Buenos Aires, se detectó por primera vez transmisión local. Como consecuencia de la 
transmisión sostenida ocurrida durante cuatro meses, el número de casos reportados 
durante este brote resultó ser el más alto registrado hasta ese momento. El análisis de 
coalescencia realizado sobre las secuencias del 2009 con residencia en AMBA, permitió 
inferir que todas ellas presentaban un ancestro común datado aproximadamente en 
2007. En base a estos resultados y con el fin de poder explicar la diferencia en el 
tiempo existente entre el posible ancestro y el primer caso reportado por el Sistema 
Nacional de Salud podría haber existido circulación críptica algún tiempo antes de la 
primera detección de la red de vigilancia pública. Son varios los reportes que plantean 
la posibilidad de circulación críptica del DENV [150,154] y de infecciones inaparentes. A 
su vez, como se mencionó previamente, puede haber existido un tiempo desde que 
empezaron a aparecer casos de dengue hasta que los profesionales de la salud 
comenzaron a sospechar que podía haber circulación local del virus. Esto concuerda 
con los resultados obtenidos al detectar un alto porcentaje de infecciones secundarias 
en un área no endémica.  
Cuando analizamos el posible epicentro de dispersión del brote del 2009 a través 
de la distribución geográfica de los pacientes infectados, encontramos que el mismo 
habría estado localizado en el área sudoeste de la Ciudad de Buenos Aires. La parte 
occidental de la ciudad es una zona industrial con urbanización precaria, que recibe 
gran parte de la población migrante proveniente de otras provincias de nuestro país y 
de países limítrofes con circulación endémica del DENV. En esta zona se encuentra el 
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barrio de Mataderos que concentra un total de 65000 habitantes, haciendo de esta un 
área densamente poblada. Las características de toda esta zona podrían dificultar el 
control del vector transmisor del DENV, siendo una región propicia para la transmisión 
de este virus.  
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2. DENV-1: período 2015-2016 
Hacia el final de este trabajo de tesis, surgió en AMBA y el resto del país un brote 
de DENV-1 sin precedentes. Un total de 37196 casos fueron reportados al SNVS, 
resultando ser casi 10 veces mayor al número de casos notificados en todo el año 
2009. Nuevamente, se registró circulación local y sostenida en AMBA, lo que nos llevó 
a preguntarnos si el origen de estos virus era el mismo que el inferido para el brote del 
año 2009. A su vez y dado que uno de los objetivos de este trabajo de tesis implicaba la 
caracterización molecular de aquel eventual brote, con características similares al del 
año 2009, es que se decidió estudiar el brote del año 2016. 
En esta sección de la tesis hemos reportado la secuencia que codifica para la 
proteína E de 3 DENV-1 obtenidos por NGS del 2015 y 82 DENV-1 obtenidos por 
secuenciación por Sanger durante el brote del 2016. Hemos analizado sus relaciones 
filogenéticas y filogeográficas, con el objetivo de caracterizar molecularmente, 
genotipificar y conocer el origen del virus circulante. Cabe señalar, que para poder 
cumplir los objetivos de esta sección no se requirió obtener el genoma completo por lo 
que no fue necesario el aislamiento viral en cultivos celulares. 
Respecto de la caracterización molecular, el análisis de selección mostró en 
concordancia con lo detectado en el análisis del período 1999-2010, una relación 
global dN/dS significativamente menor a uno [155]. Esto estaría indicando que las 
secuencias del gen que codifica para la proteína E evaluadas se encuentran bajo una 
fuerte selección purificadora. Goncalvez y colaboradores concuerdan con estos 
resultados, sin embargo, señalan que, dadas las características de esta proteína de 
presentar el mayor número de determinantes antigénicos, debería presentar selección 
positiva que favoreciera la diversidad de este gen. Si bien han realizado distintos 
análisis para evaluar puntualmente este tipo de selección, no la han detectado [156]. 
Mediante los análisis filogenéticos, hemos podido determinar que tanto las tres 
secuencias obtenidas de principios del 2015 así como las 82 secuencias del brote del 
2016, forman parte del genotipo V de DENV-1. Estos resultados concuerdan con los 
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obtenidos para las secuencias del período 1999-2010, dado que el genotipo V es el de 
mayor predominancia en América [147].  
Una vez determinado que los virus del brote del año 2016 correspondían al 
mismo genotipo que los del brote del año 2009, analizamos si además compartían el 
mismo origen. Observando los árboles obtenidos a partir del análisis filogeográfico, 
hemos encontrado que las secuencias evaluadas del brote del 2016, sorpresivamente 
se agrupan en dos linajes que cocircularon. Uno de ellos agrupa a 43 de las secuencias 
evaluadas, que se encuentran cercanamente relacionadas con las secuencias 
estudiadas del brote del 2009, todas con un ancestro inferido localizado en Venezuela. 
El segundo linaje, agrupa a 39 secuencias posiblemente con un ancestro localizado en 
Brasil. Este último linaje, se caracteriza por presentar los siguientes cambios 
aminoacídicos: S338L, R394K, V428L y V436I. Además, dentro de este linaje, un 
subgrupo de 10 secuencias se diferencia del resto por presentar tres cambios de 
aminoácidos (D235E, K325R y K361R). Si bien hemos evaluado la localización de los 
cambios de aminoácidos que detectamos en las secuencias obtenidas, los mismos no 
se ubicaban en regiones conocidas de epítopes.  
En ambos linajes se encontraron asociadas secuencias de distintos países 
limítrofes, y no se encontraron grupos monofiléticos entre secuencias de la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires o entre secuencias con otro origen. Recientemente, la 
cocirculación de dos linajes fue descripta en un estudio de Brasil [150,157]. 
Por otro lado, hemos encontrado que las secuencias evaluadas de principios del 
2015 se asocian con secuencias mexicanas obtenidas de bases de datos. Por este 
motivo, no tendrían relación con los DENV-1 del brote del 2009. Si bien las fichas 
epidemiologias asociadas a estas muestras no informaban un viaje reciente antes de la 
aparición de los síntomas, es importante corroborar estos datos con la evidencia 
aportada por este tipo de análisis, dado que "la historia de viaje previo" es un dato 
sujeto a la interpretación del paciente. En este caso, y dada la asociación observada, 
podríamos suponer que estos pacientes habrían realizado un viaje a México o 
Nicaragua (Figura 26) tiempo antes del comienzo de los síntomas. No se puede 
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asegurar el origen de estas secuencias, pero sí que no se asocian a las secuencias con 
origen en Argentina analizadas. 
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3. DENV-1: comentarios finales del período 1999-2016 
Durante esta tesis hemos trabajado con el fin de poder caracterizar los DENV-1 
que han circulado en el Área Metropolitana de Buenos Aires. Con las evidencias 
recabadas en nuestras investigaciones es posible especular que el DENV-1 se ha 
instalado en la región. Esta zona altamente poblada, podría estar sufriendo una 
transición de ser un área donde ocurrían brotes esporádicos de DENV, a ser una región 
endémica donde el virus circula sin restricción. 
El hecho de que las secuencias estudiadas del brote del 2016 no muestren una 
restricción geográfica en cuanto a ciudad, provincia o país, estaría indicando que no 
existen barreras para la transmisión de este patógeno a nivel regional. Históricamente 
las zonas endémicas de nuestro país se encontraban restringidas al NOA y NEA, dada 
su cercanía a países limítrofes con circulación endémica de DENV. Hoy en día con estos 
resultados, podríamos proponer que los “límites” de estas zonas endémicas estarían 
descendiendo hacia la zona centro del país. 
También es importante destacar la situación de los arbovirus en nuestro país. 
Otros virus, como Zika y Chikungunya, trasmitidos por el mismo vector ya han causado 
casos autóctonos en provincias del norte del país durante el 2016. Dado este contexto, 
creemos que el Área Metropolitana de Buenos Aires es actualmente un escenario 
propicio para la emergencia de otros serotipos de DENV que hasta el momento sólo se 
detectaban como casos importados, así como también para otros virus transmitidos 
por el mismo vector. Nuestro objetivo es que, con la información aportada en este 
trabajo podamos alertar a las autoridades del sistema de salud y desarrollar nuevas y 
mejores estrategias de prevención y control para evitar futuros brotes ocasionados por 
estos arbovirus. 
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4. DENV-2: período 2010-2013 
En esta sección de la tesis hemos logrado obtener genomas completos a través de 
la implementación de una nueva metodología, la secuenciación de nueva generación. 
Esta tecnología presenta innumerables ventajas respecto a la secuenciación por el 
método de Sanger, destacando el gran volumen de datos que se obtiene en pocas 
horas, y sin la necesidad de conocer la secuencia de lo que se desea analizar. Sus 
aplicaciones son infinitas tanto en el ámbito clínico como de investigación, siendo una 
técnica muy útil para el estudio de patógenos emergentes y reemergentes [158]. 
Hemos aplicado esta tecnología con el fin de obtener los genomas completos a través 
de la amplificación al azar de DENV-2 aislados en cultivo celular.  
Es importante señalar que, si bien es una metodología de vanguardia, hasta el 
momento en nuestro país presenta costos elevados, por lo que consideramos muy 
valorable poder aplicarla en el ámbito de un hospital público. A nivel mundial los 
costos de esta tecnología se reducen año a año [159], por lo que esperamos que en un 
futuro cercano ésta pueda ser aplicada con mayor frecuencia en ámbito de salud 
pública dado el potencial que presenta. 
Esta metodología permite obtener grandes volúmenes de datos en una sola 
corrida, sin embargo, ponerla a punto no ha sido una tarea sencilla. Se realizaron dos 
corridas. En la primera se siguió el protocolo como recomienda el fabricante. Durante 
la segunda corrida, se realizaron algunas modificaciones con el fin de poder optimizar 
los resultados, debido a que los obtenidos inicialmente no habían resultado como se 
esperaba. Si bien se incorporaron distintos puntos de verificación previamente 
detallados, sólo hemos podido observar relación entre los resultados obtenidos del 
número de lecturas mapeadas con la referencia y la verificación, cuando la misma se 
realizó mediante qPCR específica de DENV-2. Se han obtenido resultados (lecturas 
mapeadas) en aquellas muestras donde al realizar la qPCR especifica postextracción se 
detectó el genoma viral entre los ciclos 17 y 21. Por otro lado, al verificar luego de la 
amplificación al azar, hemos obtenido resultados sólo en aquellas muestras en las que 
se ha detectado el genoma de DENV-2 entre los ciclos 24 a 27. Con lo expuesto 
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anteriormente, podríamos concluir que se deberían considerar como posibles puntos 
de corte al momento de preparar las bibliotecas, aquellos cq menores a 21 para las 
qPCR realizadas postextracción y menores a 27 para las qPCR postamplificación al azar. 
Para aquellas muestras con resultados de qPCRs de DENV-2 detectados en ciclos 
posteriores, debería reconsiderarse su inclusión en el ensayo debido a que la baja 
carga viral podría no permitir la obtención del genoma completo. 
En base a los resultados obtenidos, hemos conseguido información genética de 
siete de las nueve muestras evaluadas. En cuatro de ellas, se obtuvo la secuencia que 
codifica para el genoma completo de DENV-2, las cuales se caracterizaron 
molecularmente. A su vez, se analizaron las relaciones filogenéticas de las muestras 
estudiadas con el objetivo de genotipificarlas. Finalmente, analizamos su relación con 
secuencias de DENV-2 del resto del mundo mediante estudios de coalescencia, con el 
fin de poder evaluar la evolución y la distribución a nivel global del genotipo de DENV-
2 hallado. 
Respecto al análisis de selección, la relación global dN/dS en el total del 
alineamiento (ω) resultó menor a 1, lo cual indica que las secuencias evaluadas en 
conjunto se encontrarían bajo selección purificadora o negativa, al igual que lo hallado 
para DENV-1. Un estudio realizado sobre la proteína E de secuencias de DENV-2 en 
India también detecta selección purificadora actuando sobre las mismas, lo que 
confirma como fue explicado para DENV-1, la restricción estructural que sufren las 
proteínas de DENV [160]. En relación a la variabilidad genética y sitios de glicosilación 
detectados, estos resultados permiten describir las cepas DENV-2 secuenciadas en 
nuestro laboratorio, y permiten sentar precedente de sus características moleculares. 
En base a la diversidad existente en el DENV-2, se han descripto seis genotipos 
(Americano, Cosmopolita, Asiático/Americano, Asiático I, Asiático II y Selvático). 
Gracias a los análisis filogenéticos realizados en este trabajo de tesis, se ha podido 
determinar que las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio pertenecen al 
genotipo Asiático/Americano (AA). Walman y colaboradores, han definido cuatro 
grandes grupos dentro de dicho genotipo en función del lugar de origen de las 
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secuencias estudiadas (Asia, América del Norte, América Central y América del Sur) los 
cuales, a su vez, se diferencian en siete linajes. Dentro del grupo de América del Sur se 
diferencian tres linajes en relación a características espacio-temporales (AA3, AA4 y 
AA5), siendo el AA5 el que agrupa las secuencias más actuales [141]. Como es de 
esperar, todas nuestras secuencias se asocian con secuencias del linaje AA5.  
El genotipo Asiático/Americano habría ingresado al continente americano desde 
el sur de Asia siendo el causante de una epidemia de dengue grave ocurrida en Cuba 
en 1981 [161,162]. Tras su ingreso, el genotipo Americano oriundo del continente 
habría sido desplazado [147]. En nuestro estudio, hemos inferido el ingreso del DENV-2 
genotipo Asiático/Americano en el continente en el año 1980 desde Vietnam, lo cual 
concuerda con los reportes existentes mencionados e inferencias ya publicadas 
[147,151,163]. En relación a la dispersión dentro del continente, hemos inferido el 
ancestro en las Islas Vírgenes Británicas. Mir y colaboradores han inferido el ancestro 
en las Antillas Mayores desde donde inicialmente habría alcanzado las Antillas 
Menores [163]. Esta diferencia en los países epicentros de dispersión está dentro del 
error de la inferencia dada la cercanía entre los países mencionados. 
En relación al tamaño poblacional inferido a lo largo de los años, hemos 
observado un aumento de la población efectiva de este genotipo a partir del año 1987. 
Allicock y colaboradores estimaron un decaimiento de la población efectiva de DENV-2 
en el continente americano entre los años 1992 y 1996 relacionado con el aumento de 
la población de DENV-1 y DENV-4 [151]. En la reconstrucción demográfica realizada en 
este apartado, hemos inferido un decaimiento de la población efectiva del genotipo 
Asiático/Americano entre los años 1993 y 1994, concordando con lo reportado.  
Finalmente, en el año 2009 el tamaño poblacional efectivo del genotipo en estudio 
habría decaído alcanzando nuevamente el tamaño original. 
La tasa de sustitución inferida para el genotipo Asiático/Americano de DENV-2, 
concuerda con la ya publicada por otros autores [151,163]. Obtener resultados 
congruentes por medio de distintos análisis, da sustento a los valores inferidos dado 
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que la fuerza de este tipo de estudios radica en obtener resultados consistentes pese 
realizar el análisis en base a distintos alineamientos.  
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5. DENV-3: año 2007 
En base a los resultados obtenidos, hemos descripto la secuencia del genoma 
completo de 15 DENV-3 del año 2007 y analizado sus relaciones filogenéticas con el 
objetivo de genotipificarlas. A su vez, analizamos su relación con secuencias de DENV-3 
del resto del mundo mediante estudios de coalescencia, con el fin de poder evaluar la 
evolución y la distribución a nivel global del DENV-3 genotipo III.  
Respecto al análisis de selección, se encontraron 46 sitios bajo selección negativa 
y ninguno bajo selección positiva. La relación global dN/dS en el total del alineamiento 
(ω) resultó menor a 1, lo cual indica que las secuencias evaluadas en conjunto se 
encontrarían bajo selección purificadora o negativa. Como se discutió en el apartado 
de DENV-1, la presión de selección negativa que actúa sobre estos virus debe 
responder a la necesidad del virus de poder replicarse en distintos hospedadores y a 
las limitaciones estructurales de sus proteínas.  
En toda la secuencia codificante se encontraron 719 sitios polimórficos. Como ya 
se mencionó,  la ARN polimerasa dependiente de ARN del DENV no presenta actividad 
correctora de errores y puede favorecer la introducción de mutaciones que 
contribuyen a la diversidad genética del DENV [147]. En relación a los cambios 
aminoacídicos, la mayoría de ellos se presentan en la proteína E como es de esperar 
dada la funcionalidad de dicha proteína y por ser el principal blanco de los anticuerpos 
neutralizantes. Sorpresivamente, la proteína NS5 presenta también numerosos 
cambios aminoacídicos respecto a la secuencia de referencia utilizada, sin embargo, el 
72% de dichos cambios se mantienen en todas las secuencias estudiadas. 
En cuanto a los resultados obtenidos del análisis de predicción de sitios de N-
glicosilación, nueve sitios posibles fueron detectados en todas las secuencias 
evaluadas. La secuencia HNRG6625 con origen en Paraguay, presentó un sitio extra en 
la proteína NS2A. Hasta la fecha, no se encuentran identificados los sitios de 
glicosilación presentes en esta proteína, por lo tanto, habría que realizar ensayos que 
permitieran interpretar la funcionalidad de dicho sitio extra. 
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En conclusión, los sitios de glicosilación inferidos en todos los serotipos de DENV 
estudiados en este trabajo de tesis se mantienen conservados en la mayoría de las 
secuencias estudiadas. Puntualmente, los sitios previamente descriptos en la proteína 
E (Asn-67 y Asn-153) se encuentran en todas las secuencias estudiadas [29]. Esto 
demuestra la importancia de la funcionalidad de los sitios de glicosilación en este virus. 
Respecto a la historia evolutiva del DENV-3, el primer reporte del serotipo en 
América fue en Puerto Rico en el año 1963, donde circuló el genotipo IV o Americano. 
Dicho genotipo permaneció en el continente hasta 1977 y luego de los ´70 no se ha 
vuelto a identificar, por lo que se lo considera extinto en América. En 1994, la 
introducción de un nuevo genotipo (III o Indio) se asoció a epidemias con casos graves 
de DENV en Nicaragua y Panamá. En el año 2001 en Brasil se detectó por primera vez 
en América el genotipo I [151,164]. Gracias a los análisis filogenéticos realizados en 
este trabajo de tesis, se ha podido determinar que las secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio pertenecen al genotipo III de DENV-3. Este genotipo se ha relacionado a la 
circulación de este virus en Sri Lanka, India y África [165], en concordancia con los 
resultados obtenidos en nuestro análisis filogeográfico donde inferimos el ancestro 
común de las secuencias evaluadas en esos países en el año 1980 (1978-1982).  
Hemos observado un aumento de la población efectiva de este genotipo a partir 
del año 1991 desde su introducción en Puerto Rico desde donde se habría dispersado 
por América, alcanzando una amplia distribución geográfica. La misma se podría 
relacionar con la reinfestación del vector en América del Sur a partir de los años ‘90. 
Como hemos observado en nuestros análisis filogeográficos, la dispersión de este virus 
en el continente ha sido progresiva alcanzando distintos países de América del Sur, 
probablemente en concordancia con el avance sucesivo del resurgimiento del vector. 
En el gráfico de la historia demográfica obtenido para el genotipo III, se puede 
observar un máximo crecimiento poblacional aproximadamente entre los años 2002 y 
2003. Allicock y colaboradores en 2012 informaron que la prevalencia del DENV-3 en 
América fue máxima entre los años 2000 y 2003. Luego, a partir de  2004 se observó 
un abrupto y progresivo decaimiento en el número de aislamientos de este serotipo 
reportados en el continente [151], en concordancia con nuestros resultados. Respecto 
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al origen de dispersión en América, como ya se mencionó, hemos podido inferir al 
ancestro en Puerto Rico en 1991. Allicock y colaboradores infirieron el ancestro común 
más reciente de las secuencias americanas que evaluaron en el año 1992 (1991-1993) 
en Nicaragua [151]. Esta diferencia en el lugar del ancestro de DENV-3 genotipo III en 
América (Nicaragua vs Puerto Rico) podría deberse a que en nuestros análisis 
utilizamos un número reducido de secuencias antiguas de Nicaragua. De todas 
maneras, el año del ancestro coincide y la diferencia geográfica podría estar dentro de 
las variaciones del método de inferencia de la locación del ancestro dado que tanto 
Puerto Rico como Nicaragua presentan las mayores probabilidades en el nodo de 
origen en América (SP=0,25 y 0,20 respectivamente).  
En el árbol logrado, se puede observar que las secuencias obtenidas en nuestro 
laboratorio provenientes de Brasil, se ubican en un clado diferente a las demás 
secuencias obtenidas con origen en Paraguay, agrupadas respectivamente con 
secuencias de bases de datos con el mismo origen. Esta concordancia de orígenes 
entre los análisis filogeográficos y la información aportada por los pacientes en su ficha 
epidemiológica, muestra la capacidad que tiene este tipo de análisis para inferir el 
origen de las secuencias y como consecuencia el origen de las infecciones.  
CONCLUSIONES - 145 
 
CONCLUSIONES GENERALES 
 El abrupto crecimiento que han tenido los casos de DENV en los últimos años 
en nuestro país, y en especial la ocurrencia de casos autóctonos detectados en AMBA, 
una región donde se creía poco probable la circulación local del DENV, evidencia la 
importancia que tiene la vigilancia del virus para la salud pública. Es importante 
destacar que el laboratorio tiene un papel fundamental al momento de realizar un 
diagnóstico certero de la infección, así como la hora de monitorear la circulación de 
cepas conocidas y emergentes en tiempo real. Para esto, es clave la fusión con un área 
de investigación, como ocurre en el Laboratorio de Virología del HNRG, que brinde 
flexibilidad respecto al tipo de estudios a realizar y esté disponible en el mismo sitio de 
detección del virus.  
 Son pocos los estudios que comparan la carga viral de DENV en infecciones 
primarias y secundarias en muestras de suero, por este motivo, esperamos que 
nuestros resultados contribuyan para dilucidar los factores implicados en la gravedad 
del dengue y así ofrecer un pronóstico más preciso para los pacientes infectados.  
 Los ensayos biológicos realizados en este trabajo de tesis para evaluar los 
aislamientos de los DENV-1 de circulación local del brote del 2009, no permitieron 
detectar características biológicas distintivas respecto de los aislamientos de DENV-1 
con origen fuera de AMBA. Sin embargo, no hay que dejar destacar la importancia de 
este tipo de análisis a la hora de caracterizar brotes de patógenos emergentes en áreas 
no endémicas. 
 Los análisis filogenéticos nos permitieron genotipificar los DENV detectados en 
nuestro laboratorio en el período comprendido entre los años 1999-2016. 
 Todas las muestras evaluadas en nuestro laboratorio de DENV-1 corresponden 
al genotipo V. 
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 Todas las muestras evaluadas en nuestro laboratorio de DENV-2 corresponden 
al genotipo Asiático/Americano. 
 Todas las muestras evaluadas en nuestro laboratorio de DENV-3 corresponden 
al genotipo III. 
 Los análisis filogeográficos discretos nos permitieron dilucidar la dinámica de 
dispersión de este patógeno enfatizando el rol que presentan las interconexiones 
entre países a lo largo del tiempo. Hemos podido inferir la introducción de los 
genotipos evaluados al continente americano. El genotipo V de DENV-1 habría sido el 
primero en ingresar en el año 1966 por Puerto Rico. Luego, en el año 1980 habría 
ingresado al continente el genotipo Asiático/Americano de DENV-2 por las Islas 
Vírgenes Británicas. Finalmente, el genotipo III de DENV-3 habría sido el último en 
ingresar a América en el año 1990 por Puerto Rico o Nicaragua. Es interesante el 
hallazgo de que el ingreso al continente de los genotipos estudiados se dio en todos los 
casos por países del Caribe. 
 Los análisis filogeográficos continuos nos permitieron evaluar la circulación 
local de DENV-1 genotipo V, siendo éste el primer análisis filodinámico y filogeográfico 
realizado del brote ocurrido en el Área Metropolitana de Buenos Aires en el 2009.  
 Durante el brote del 2016, encontramos dos linajes diferentes. Uno con origen 
en Brasil, y otro con origen en Venezuela, relacionado con las secuencias obtenidas 
durante el 2009 en nuestro laboratorio. Ambos linajes se encuentran relacionados con 
secuencias obtenidas de bases de datos con origen en países limítrofes, y sin presentar 
diferenciación entre las que circularon localmente (AMBA) o que circularon en otras 
provincias argentinas, indicando que no existen barreras para la transmisión de este 
patógeno a nivel regional. Podríamos proponer que los “límites” de las históricas zonas 
endémicas (NOA y NEA) estarían descendiendo hacia la zona centro del país. 
 En conjunto, el potencial de los análisis filogeográficos radica en inferir el 
origen de las secuencias estudiadas, y en consecuencia el origen de las infecciones. 
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Este tipo de análisis en combinación con un estricto seguimiento de la situación 
epidemiológica local contribuirá a una mejor comprensión de la evolución DENV en 
nuestra región y en el país. 
 Dadas las características de circulación mencionadas en el punto anterior, es 
importante alertar a las autoridades del sistema de salud sobre la importancia de 
acentuar las estrategias de control del vector a nivel nacional, para evitar en el futuro 
no solo nuevos brotes por DENV sino también otros arbovirus transmitidos por Aedes 
aegypti como Zika y Chikungunya que ya han causado casos autóctonos en provincias 
del norte del país durante el 2016. 
CONCLUSIÓN GENERAL 
Durante este trabajo de tesis se logró caracterizar genéticamente, evaluar la 
historia y dinámica de dispersión de los serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-3 
detectados en el Laboratorio de Virología del HNRG en el período 1999-2016.  Dada la 
importancia que tuvo el DENV-1 en nuestro país y en especial la circulación local que 
se observó por primera vez en AMBA en el año 2009, se realizó una descripción de este 
serotipo, no sólo desde el punto de vista genético sino también de sus características 
biológicas. Además, se han estudiado y caracterizado las cepas del brote ocurrido en el 
año 2016, detectando por primera vez, la cocirculanción de dos linajes en AMBA. 
Tomando en cuenta la hipótesis planteada y analizando los resultados obtenidos 
del estudio de las características fenotípicas y genotípicas de aquellos virus que 
lograron circular localmente en AMBA, se podría concluir que no existen factores 
genéticos distintivos que le hayan permitido al DENV adaptarse y lograr circulación 
sostenida. Sería interesante estudiar otros factores no relacionados con la genética del 
virus como características propias del vector, características climáticas de la región, 
cambios en el comportamiento de la población, etc. que pudieran haber contribuido a 
la circulación de este virus localmente.  
Finalmente, esta tesis abarca aspectos epidemiológicos y evolutivos del DENV 
que contribuyen a un mejor conocimiento de la biología, diversidad y filogeografía del 
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mismo, dándole un rol fundamental al laboratorio virología en la vigilancia molecular. 
Estos datos resultan indispensables a la hora de evaluar cepas para futuras vacunas. 
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ANEXO 
ANEXO 1. DENV-1: período 1999-2010 
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Anexo - Tabla 1. Clasificación de casos primaros y secundarios confirmados durante el 
brote de DENV-1 del 2009. 
 
1
Valor de absorbancia obtenido para IgM (Dengue Virus IgM Capture DxSelect
TM
, Focus 
Diagnostics)/ Valor de absorbancia obtenido para IgG (Dengue Virus IgG DxSelect Kit, Focus 
1,78 Equívoco nc 7,11 Negativo Primario 0,38 3,67 Secundario
0,92 Positivo Secundario 1,09 Positivo 6,40 Secundario 0,33 3,35 Secundario
0,39 2,96 Secundario 5,50 Negativo Primario 14,16 Negativo Negativo Primario
1,02 5,70 Secundario 20,00 Negativo Primario 28,60 Negativo Negativo Primario
1,82 Negativo Primario 5,78 Negativo Primario 8,42 Negativo Primario
1,80 Negativo Primario 1,41 Positivo Secundario 16,80 Negativo Primario
4,02 Negativo Primario 9,60 Negativo Primario 22,80 Negativo Primario
0,86 Equívoco nc 4,45 Negativo Primario 5,00 Negativo Negativo Primario
14,26 Negtive Negativo Primario 1,79 Negativo Primario 1,50 7,24 Secundario
6,47 Negativo Primario 3,57 Negativo Primario 13,80 Negativo Negativo Primario
3,50 Negativo Negativo Primario 0,76 Positivo Secundario 7,64 Negativo Primario
10,90 Negativo Negativo Primario 4,25 Negativo Primario 24,00 Negativo Negativo Primario
0,43 2,20 Secundario 23,00 Negativo Negativo Primario 4,22 Negativo Negativo Primario
4,20 Negativo Primario 9,60 Negativo Primario 5,70 Negativo Primario
1,73 Negativo Primario 1,14 Equívoco nc 12,62 Negativo Negativo Primario
Negativo Negativo Primario 16,40 Negativo Negativo Primario 5,58 Negativo Negativo Primario
0,35 Positivo Secundario 1,09 7,00 Secundario Negativo Negativo Primario
0,98 Positivo Secundario 7,33 Negativo Primario 19,94 Negativo Negativo Primario
0,95 Positivo Secundario 4,68 Negativo Primario 4,51 Negativo Negativo Primario
0,46 2,70 Secundario 18,00 Negativo Negativo Primario 1,80 Equívoco nc
2,83 Negativo Negativo Primario 4,81 Negativo Primario 18,76 Negativo Negativo Primario
0,43 6,90 Secundario 18,60 Negativo Primario 0,84 Equívoco nc
0,65 Positivo Secundario 1,53 Equívoco nc 1,60 4,93 Secundario
4,40 Equívoco Negativo Primario 4,95 Negativo Primario 1,58 3,76 Secundario
0,41 5,00 Secundario 5,62 Negativo Primario 22,60 Negativo Negativo Primario
0,78 7,43 Secundario 1,80 Negativo Primario 1,15 Positivo Secundario
8,20 Negativo Negativo Primario 4,42 Negativo Primario 20,82 Negativo Negativo Primario
8,11 Negativo Negativo Primario 0,73 4,50 Secundario 19,88 Equívoco Negativo Primario
16,60 Negativo Negativo Primario 5,87 Negativo Primario 0,45 Positivo Secundario
15,00 Negativo Negativo Primario 4,73 Negativo Primario 0,73 10,40 Secundario
4,05 Equívoco nc 7,62 Negativo Primario 1,83 Negativo Primario
0,83 Positivo 5,24 Secundario 18,40 Negativo Negativo Primario 1,16 Positivo 5,8 Secundario
1,58 6,50 Secundario 11,60 Negativo Primario 1,84 Negativo Primario
3,50 Negativo Primario 9,72 Negativo Primario 12,80 Negativo Primario
13,40 Negativo Primario 2,45 Equívoco nc 1,71 6,13 Secundario
2,30 Equívoco nc 1,73 Negativo Primario 2,00 Negativo Primario
9,40 Negativo Negativo Primario 9,86 Negativo Primario 4,50 Negativo Primario
0,46 Positivo Secundario 3,44 Negativo Primario 16,60 Negativo Negativo Primario
11,58 Negativo Primario 15,80 Negativo Negativo Primario 16,40 Negativo Primario
2,66 Negativo Primario 1,57 Positivo Secundario 30,60 Negativo Negativo Primario
1,90 Negativo Primario 3,80 Negativo Primario 18,60 Negativo Negativo Primario
10,15 Negativo Negativo Primario 1,92 2,00 Secundario 13,33 Negativo Primario
7,95 Negativo Primario 7,00 Negativo Primario 4,03 Equívoco nc
22,20 Negativo Primario 15,00 Negativo Negativo Primario 1,39 Positivo Secundario
0,74 Positivo Secundario 14,00 Negativo Negativo Primario 0,76 1,05 Secundario
0,51 Positivo Secundario 3,93 Negativo Negativo Primario 5,77 Negativo Primario
2,33 Equívoco nc 11,00 Negativo Negativo Primario 3,56 Negativo Primario
1,42 Positivo Secundario 1,82 Equívoco nc 17,76 Negativo Negativo Primario
10,33 Negativo Primario 6,54 Negativo Primario 22,20 Negativo Negativo Primario
4,01 Negativo Primario 1,89 Negativo Primario 3,48 Negativo Primario
1,05 Positivo Secundario 9,80 Negativo Negativo Primario 4,58 Negativo Primario
0,72 3,00 Secundario 23,60 Negativo Primario 1,21 1,88 Secundario
1,40 Positivo Secundario 14,80 Negativo Primario 0,41 Positivo Secundario
16,92 Negativo Primario 1,95 Equívoco nc 1,86 Equívoco nc
25,40 Negativo Negativo Primario 7,20 Negativo Negativo Primario 0,77 Positivo Secundario
4,55 Negativo Primario 9,08 Negativo Primario 1,37 Positivo Secundario
22,40 Negativo Negativo Primario 21,00 Negativo Primario 3,13 Negativo Primario
2,40 Negativo Primario 19,00 Negativo Primario 1,93 Negativo Primario
4,49 Negativo Primario 2,60 Negativo Primario 13,26 Negativo Negativo Primario
19,20 Negativo Negativo Primario 18,20 Negativo Primario 5,82 Negativo Primario
13,80 Negativo Negativo Primario 13,36 Negativo Primario 2,50 Negativo Negativo Primario
1,30 4,40 Secundario 9,00 Negativo Negativo Primario 3,00 Negativo Negativo Primario
35,70 Negativo Primario 5,60 Negativo Negativo Primario 2,46 Negativo Negativo Primario
4,90 Negativo Primario 9,67 Negativo Primario 1,75 Equívoco nc
4,85 Negativo Primario 1,37 1,49 Secundario 7,86 Negativo Negativo Primario
5,58 Negativo Primario 30,60 Negativo Primario 20,30 Negativo Negativo Primario
12,20 Negativo Negativo Primario 0,76 7,00 Secundario 2,04 Negativo Primario
3,30 Negativo Primario 6,36 Negativo Negativo Primario 14,28 Negativo Negativo Primario
5,44 Negativo Primario 5,64 Negativo Primario 0,47 Equívoco 8,60 Secundario
12,40 Negativo Primario 4,15 Negativo Primario 4,68 Negativo Primario
1,90 Equívoco nc 19,20 Negativo Negativo Primario 1,34 Positivo Secundario
19,80 Negativo Negativo Primario 2,89 Negativo Primario 0,73 Positivo Secundario
0,70 Positivo Secundario 21,80 Negativo Negativo Primario 2,43 Negativo Primario
19,20 Negativo Negativo Primario 2,33 Equívoco nc 0,38 2,80 Secundario
2,00 Equívoco nc 2,57 Negativo Primario 6,35 Negativo Primario
20,00 Negativo Negativo Primario 31,20 Negativo Primario
2,98 Negativo Primario 16,40 Negativo Negativo Primario
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Diagnostics). 
2
Dengue IgG Capture ELISA kit (PanBio Diagnostics). 
3
Dengue Virus IgG DxSelect Kit 
(Focus Diagnostics) durante los primeros cuatro días de comenzados los síntomas. nc: no 
clasificado. 
Anexo - Tabla 2. Secuencias de DENV-1 obtenidas de bases de datos incluidas en el 
alineamiento para genotipificar las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio.  
 
AY732479 1 I FJ478458 1 V
EU848545 1 I FJ639735 1 V
HM181952 1 I FJ850071 1 V
HM469968 1 I FJ850090 1 V
JF937598 1 I FJ850103 1 V
JQ048541 1 I FJ873814 1 V
AB074761 1 IV GQ868512 1 V
AB189120 1 IV GQ868559 1 V
EU863650 1 IV GQ868562 1 V
JN697056 1 IV GQ868601 1 V
U88535 1 IV JN903578 1 V
U88536 1 IV JN903581 1 V
EF457905 1 Selvático AY744147 2 Americano
AF226687 1 V DQ181799 2 Asiático I
AF311956 1 V AF038403 2 Asiático II
AF514876 1 V AF208496 2 Asiático-Americano
AF514878 1 V AF359579 2 Cosmopolita
AF514883 1 V EF105380 2 Selvático
AF514885 1 V AY648961 3 I
AF514889 1 V AY676352 3 II
AY206457 1 V AY099337 3 III
AY732474 1 V AY618990 4 I
EU482592 1 V AY618993 4 II
EU482609 1 V AY618989 4 III
FJ384655 1 V  EF457906    4 Selvático
Genotipo 
Acceso 
GenBank
Serotipo Genotipo
Acceso 
GenBank
Serotipo 
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Anexo - Figura 1. Árbol consenso estricto obtenido por metodología de parsimonia. 
Las muestras obtenidas en este apartado se señalan con un asterisco (*). 
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Anexo - Figura 2. Árbol obtenido por métodos de distancia. Las muestras obtenidas en este 
apartado se señalan con un asterisco (*). En los nodos se muestran los valores de bootstrap mayores a 
70. 
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Anexo - Figura 3. Árbol obtenido por métodos de máxima verosimilitud. Las 
muestras obtenidas en este apartado se señalan con un asterisco (*). En los nodos se muestran 
los valores de bootstrap mayores a 70. 
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Anexo - Tabla 3. Secuencias de DENV-1 obtenidas de bases de datos utilizadas para 
realizar los análisis filogeográficos. 
 
AY732474 1980 Tailandia
GQ868601 1985 Islas Vírgenes Británicas
FJ478458 1987 Puerto Rico
AF226687 1989 Guyana Francesa
AF311956 1997 Brasil, centro
FJ639735 1997 Venezuela
EU482592 1998 Puerto Rico
GQ868559 1998 Colombia
AF514876 2000 Argentina
AF514878 2000 Paraguay
AF514883 2000 Paraguay
AF514885 2000 Argentina
AF514889 2000 Argentina
AY206457 2000 Argentina
FJ850071 2000 Brasil, norte
FJ384655 2001 Brasil, centro
FJ873814 2005 Nicaragua
GQ868562 2005 Colombia
EU482609 2007 Venezuela
FJ850090 2007 Brasil, norte
GQ868512 2007 Mexico
JN903578 2007 India
FJ850103 2008 Venezuela
JN903581 2009 India
Acceso 
GenBank
LocalizaciónAño 
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Anexo - Tabla 4. Latitud y longitud de la localización de las secuencias utilizadas para 
los análisis filogeográficos de DENV-1. 
  
  
Localización Latitud Longitud
Argentina -34,603638 -58,381607
Brasil, centro -12,125264 -43,343811
Brasil, norte -3,129167 -60,021389
Colombia 6,904614 -73,411503
Guyana Francesa 4,001774 -52,999790
India 8,480000 76,980000
Islas Vírgenes Británicas 18,433976 -64,633305
Mexico 20,730428 -89,094486
Nicaragua 12,136677 -86,251394
Paraguay -25,282012 -57,635075
Tailandia 13,769732 100,535492
Puerto Rico 18,250000 -66,500000
Venezuela 10,231816 -67,284743
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ANEXO 2. DENV-1: período 2015-2016 
Anexo - Tabla 5. Secuencias de DENV-1 obtenidas de bases de datos incluidas en el 
alineamiento para genotipificar las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio. 
 
Número de 
Acceso GenBank
Serotipo
Genotipo 
(DENV-1)
Número de 
Acceso GenBank
Serotipo
Genotipo 
(DENV-1)
Número de 
Acceso GenBank
Serotipo
Genotipo 
(DENV-1)
AY732479 DENV-1 I GQ868512 DENV-1 V KF419426 DENV-1 V
HM181952 DENV-1 I GQ868525 DENV-1 V KF419427 DENV-1 V
HM469968 DENV-1 I GQ868559 DENV-1 V KF419428 DENV-1 V
JF937598 DENV-1 I GQ868560 DENV-1 V KF419429 DENV-1 V
JQ048541 DENV-1 I GQ868562 DENV-1 V KF419430 DENV-1 V
KC316019 DENV-1 I GQ868601 DENV-1 V KF419431 DENV-1 V
KC316022 DENV-1 I GU056032 DENV-1 V KF419432 DENV-1 V
KP398852 DENV-1 I GU056033 DENV-1 V KF672759 DENV-1 V
AB189120 DENV-1 IV GU131833 DENV-1 V KF672760 DENV-1 V
EU863650 DENV-1 IV GU131835 DENV-1 V KF672761 DENV-1 V
JN415517 DENV-1 IV GU131838 DENV-1 V KF672786 DENV-1 V
JN697056 DENV-1 IV GU131840 DENV-1 V KF955412 DENV-1 V
KC316014 DENV-1 IV GU131863 DENV-1 V KF955421 DENV-1 V
KC316018 DENV-1 IV GU131948 DENV-1 V KF973466 DENV-1 V
U88535 DENV-1 IV GU131971 DENV-1 V KF973473 DENV-1 V
U88536 DENV-1 IV HQ332183 DENV-1 V KF973475 DENV-1 V
AF226687 DENV-1 V JF937635 DENV-1 V KJ189347 DENV-1 V
AF311956 DENV-1 V JN544401 DENV-1 V KJ415094 DENV-1 V
AF514876 DENV-1 V JN544409 DENV-1 V KM925071 DENV-1 V
AF514878 DENV-1 V JN903578 DENV-1 V KP191495 DENV-1 V
AF514883 DENV-1 V JX088742 DENV-1 V KP191496 DENV-1 V
AF514885 DENV-1 V JX669461 DENV-1 V KP191502 DENV-1 V
AF514889 DENV-1 V JX669462 DENV-1 V KP191513 DENV-1 V
AY206457 DENV-1 V JX669463 DENV-1 V KP191518 DENV-1 V
AY277659 DENV-1 V JX669464 DENV-1 V KP686070 DENV-1 V
AY277664 DENV-1 V JX669465 DENV-1 V KP792535 DENV-1 V
AY277665 DENV-1 V JX669466 DENV-1 V KP849866 DENV-1 V
AY277666 DENV-1 V JX669471 DENV-1 V KP849880 DENV-1 V
AY732474 DENV-1 V KC692495 DENV-1 V KP849883 DENV-1 V
DQ285559 DENV-1 V KC692497 DENV-1 V KP858107 DENV-1 V
EU482592 DENV-1 V KC692498 DENV-1 V KP858108 DENV-1 V
EU482609 DENV-1 V KC692499 DENV-1 V KP858110 DENV-1 V
EU482616 DENV-1 V KC692500 DENV-1 V KP858111 DENV-1 V
FJ205875 DENV-1 V KC692501 DENV-1 V KP858114 DENV-1 V
FJ390374 DENV-1 V KC692502 DENV-1 V KP858116 DENV-1 V
FJ410181 DENV-1 V KC692503 DENV-1 V KP858117 DENV-1 V
FJ410186 DENV-1 V KC692504 DENV-1 V KP858119 DENV-1 V
FJ410188 DENV-1 V KC692505 DENV-1 V KT232196 DENV-1 V
FJ478457 DENV-1 V KC692506 DENV-1 V KT382302 DENV-1 V
FJ478458 DENV-1 V KC692507 DENV-1 V KU529691 DENV-1 V
FJ547086 DENV-1 V KC692508 DENV-1 V KU529693 DENV-1 V
FJ547087 DENV-1 V KC692509 DENV-1 V M87512 DENV-1 V
FJ562106 DENV-1 V KC692510 DENV-1 V AF038403 DENV-2 -
FJ639735 DENV-1 V KC692511 DENV-1 V AF208496 DENV-2 -
FJ639741 DENV-1 V KC692512 DENV-1 V AF359579 DENV-2 -
FJ639743 DENV-1 V KC692513 DENV-1 V AY744147 DENV-2 -
FJ850070 DENV-1 V KC692514 DENV-1 V DQ181799 DENV-2 -
FJ850071 DENV-1 V KC692515 DENV-1 V EF105380 DENV-2 -
FJ850075 DENV-1 V KC692516 DENV-1 V KF364513 DENV-2 -
FJ850077 DENV-1 V KC692517 DENV-1 V KR920365 DENV-2 -
FJ850081 DENV-1 V KF419418 DENV-1 V AY099337 DENV-3 -
FJ850087 DENV-1 V KF419419 DENV-1 V AY648961 DENV-3 -
FJ850090 DENV-1 V KF419420 DENV-1 V AY676352 DENV-3 -
FJ850103 DENV-1 V KF419421 DENV-1 V KF954945 DENV-3 -
FJ850113 DENV-1 V KF419422 DENV-1 V AY618989 DENV-4 -
FJ873814 DENV-1 V KF419423 DENV-1 V AY618990 DENV-4 -
GQ199859 DENV-1 V KF419424 DENV-1 V AY618993 DENV-4 -
GQ868504 DENV-1 V KF419425 DENV-1 V EF457906 DENV-4 -
JX024758 DENV-4 -
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Anexo - Figura 4. Árbol obtenido por métodos de distancia. Las muestras del 2015 obtenidas 
en este apartado se señalan con un signo más (+) y las muestras del 2016 con un asterisco (*). En los 
nodos se muestran los valores de bootstrap mayores a 70. 
Anexo - Tabla 6. Secuencias de DENV-1 obtenidas de bases de datos utilizadas para 
realizar los análisis filogeográficos. 
 
EU482592 1998 USA HQ332183 2007 Venezuela
EU482609 2007 Venezuela JF937635 2009 Nicaragua
EU482616 2005 Nicaragua JX669461 2010 Brasil
FJ205875 1995 USA JX669462 2010 Brasil
FJ390374 1995 USA JX669463 2010 Brasil
FJ410181 1995 USA JX669464 2010 Brasil
FJ410186 1992 USA JX669465 2010 Brasil
FJ410188 1996 USA JX669466 2010 Brasil
FJ478457 1996 USA JX669471 1999 Brasil
FJ478458 1987 USA KF419418 2011 Paraguay
FJ547086 1995 USA KF419419 2011 Paraguay
FJ547087 1992 USA KF419420 2011 Paraguay
FJ562106 1986 USA KF419421 2011 Paraguay
FJ639735 1997 Venezuela KF419422 2011 Paraguay
FJ639741 1998 Venezuela KF419423 2011 Paraguay
FJ639743 1999 Venezuela KF419424 2011 Paraguay
FJ850070 2000 Brasil KF419425 2011 Paraguay
FJ850071 2000 Brasil KF419426 2011 Paraguay
FJ850075 2002 Brasil KF419427 2011 Paraguay
FJ850077 2003 Brasil KF419428 2011 Paraguay
FJ850081 2004 Brasil KF419429 2011 Paraguay
FJ850087 2006 Brasil KF419430 2011 Paraguay
FJ850090 2007 Brasil KF419431 2011 Paraguay
FJ850103 2008 Venezuela KF419432 2011 Paraguay
FJ850113 2005 Nicaragua KF672759 2010 Brasil
FJ873814 2005 Nicaragua KF672760 2011 Brasil
GQ199859 2008 Nicaragua KF672761 1988 Brasil
GQ868504 2007 México KF672786 2010 Brasil
GQ868512 2007 México KF955412 2004 Venezuela
GQ868525 2007 México KF955421 2007 México
GQ868559 1998 Colombia KF973466 2012 Nicaragua
GQ868560 1998 Colombia KF973473 2012 Nicaragua
GQ868562 2005 Colombia KF973475 2012 Nicaragua
GQ868601 1985 Islas Vírgenes Británicas KJ189347 2009 México
GU056032 1998 Venezuela KP858107 2013 Brasil
GU056033 1998 Venezuela KP858108 2013 Brasil
GU131833 2000 Venezuela KP858110 2013 Brasil
GU131835 2004 Venezuela KP858111 2013 Brasil
GU131838 2006 Venezuela KP858114 2013 Brasil
GU131840 2007 Venezuela KP858116 2013 Brasil
GU131863 2008 Brasil KP858117 2013 Brasil
GU131948 2001 Colombia KP858119 2013 Brasil
GU131971 2007 México KT382187 2010 Bolivia
Localización
Acceso 
GenBank
Año Localización
Acceso 
GenBank
Año 
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Anexo - Tabla 7. Datos requeridos para realizar los análisis filogeográficos continuos de 
DENV-1 del 2016. 
 
  
Grupo Muestra
Fecha de inicio de 
la fiebre
Latitud Longitud
HNRG104228 06/02/2016 -34,58811 -58,50462
HNRG104323 02/02/2016 -34,65149 -58,39588
HNRG104496 05/02/2016 -34,58633 -58,42584
HNRG104502 08/02/2016 -34,69941 -58,39280
HNRG104546 09/02/2016 -34,67503 -58,46821
HNRG104715 10/02/2016 -34,66939 -58,48884
HNRG104763 10/02/2016 -34,67626 -58,46676
HNRG104768 11/02/2016 -34,58494 -58,37831
HNRG104983 14/02/2016 -34,58960 -58,38024
HNRG105079 15/02/2016 -34,66998 -58,48824
HNRG105107 15/02/2016 -34,67691 -58,46752
HNRG105173 17/02/2016 -34,74936 -58,36516
HNRG105181 17/02/2016 -34,64949 -58,39929
HNRG105184 16/02/2016 -34,69931 -58,44634
HNRG105220 17/02/2016 -34,70541 -58,46050
HNRG105346 20/02/2016 -34,64537 -58,43730
HNRG106053 23/02/2016 -34,62611 -58,47354
HNRG106056 27/02/2016 -34,67932 -58,46847
HNRG106110 25/02/2016 -34,61562 -58,51640
HNRG103430 26/01/2016 -34,76051 -58,42941
HNRG103696 28/01/2016 -34,71910 -58,48560
HNRG104100 31/01/2016 -34,60109 -58,55697
HNRG104255 02/02/2016 -34,67222 -58,49356
HNRG104580 11/02/2016 -34,67128 -58,49455
HNRG105486 17/02/2016 -34,60948 -58,56346
HNRG103646 29/01/2016 -34,62392 -58,43322
HNRG103677 23/01/2016 -34,58391 -58,45619
HNRG104694 10/02/2016 -34,67271 -58,49300
HNRG104842 11/02/2016 -34,69460 -58,44568
HNRG104865 12/02/2016 -34,69518 -58,44331
HNRG104922 10/02/2016 -34,66886 -58,49121
HNRG105076 16/02/2016 -34,67241 -58,49345
HNRG105212 16/02/2016 -34,61510 -58,37747
HNRG105214 14/02/2016 -34,53505 -58,47231
HNRG106060 25/02/2016 -34,61886 -58,55806
HNRG110386 04/04/2016 -34,64724 -58,40882
A
B
C
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Resultados obtenidos para el análisis filogeográfico continuo del brote del 
2016: 
 Para el grupo A, el ancestro común más reciente dataría de fines de noviembre 
de 2015 (95% HPD septiembre 2015 - enero 2016). La tasa media de sustitución 
nucleotídica inferida fue de 8,13 x 10-3 sus./sitio/año (95% HPD 2,70 x 10-3 – 1,08 x 10-
2). La tasa de dispersión inferida fue de 303,45 km/año (95% HPD 5,92–623,64). Se 
infirió el epicentro de dispersión de este grupo en el barrio de Nueva Pompeya, 
ubicado en el sur de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires.  
 Para el grupo B, compuesto por 6 secuencias locales, el ancestro común más 
reciente dataría aproximadamente de octubre de 2015 (95% HPD octubre 2014 - enero 
2016). La tasa media de sustitución nucleotídica inferida fue de 4,36 x 10-3 
sus./sitio/año (95% HPD 2,78 x 10-5 – 9,55 x 10-3). La tasa de dispersión inferida fue de 
158,05 km/año (95% HPD 0,59 – 576,22) km/año. Se infirieron dos epicentros de 
dispersión para este grupo localizados en el barrio de Nueva Pompeya y en el límite 
Villa Riachuelo-Villa Fiorito. 
 Para el grupo C, compuesto por 11 secuencias locales, el ancestro común más 
reciente dataría aproximadamente de febrero del 2015 (95% HPD septiembre 2013 - 
julio 2015). La tasa media de sustitución nucleotídica inferida fue de 1,55 x 10-3 
sus./sitio/año (95% HPD 8,66 x 10-4 - 2,21 x 10-3). La tasa de dispersión inferida fue de 
36,21 km/año (95% HPD 13,10 - 66,92). Para este grupo también se infirieron dos 
epicentros de dispersión localizados en el barrio de Flores y en el límite Villa Riachuelo-
Villa Fiorito. 
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ANEXO 3. DENV-2: período 2010-2013 
Anexo - Tabla 8. Secuencias de DENV-2 obtenidas de bases de datos incluidas en el 
alineamiento para genotipificar las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio. 
 
Los linajes se denominan de la siguiente manera, AA: Asiático/Americano; C. 
Cosmopolita; AI: Asiático uno; AII: Asiático dos; S: salvaje;  AM: Americano. 
Acceso GenBank Genotipo Linaje Acceso GenBank Genotipo Linaje 
AF119661 AA AA1 HQ541786 AA AA7
DQ181801 AA AA1 JF730052 AA AA7
EU482666 AA AA1 JN819424 AA AA7
FJ639703 AA AA1 JX079688 AA AA7
FM210217 AA AA1 JX079690 AA AA7
JF730044 AA AA1 AF022434 AI AI-1
EU482721 AA AA2 DQ181799 AI AI-1
EU529695 AA AA2 DQ181806 AI AI-1
EU596489 AA AA2 FJ196851 AI AI-1
EU596490 AA AA2 FJ810410 AI AI-1
EU677141 AA AA2 GQ868591 AI AI-1
EU687199 AA AA2 DQ181797 AI AI-2
EU687222 AA AA2 EU482473 AI AI-2
EU781135 AA AA2 EU482679 AI AI-2
FJ898450 AA AA2 EU569721 AI AI-2
GQ398277 AA AA2 FJ410217 AI AI-2
EU482568 AA AA3 FJ461309 AI AI-2
FJ850072 AA AA3 FJ639705 AI AI-2
FJ898465 AA AA3 FJ639707 AI AI-2
GQ398301 AA AA3 FJ639717 AI AI-2
GQ868540 AA AA3 FJ744711 AI AI-2
GQ868552 AA AA3 FJ859028 AI AI-2
GQ868603 AA AA3 FJ898452 AI AI-2
HQ012533 AA AA3 FJ906957 AI AI-2
JN819418 AA AA3 FM210207 AI AI-2
M20558 AA AA3 FM210211 AI AI-2
EU482545 AA AA4 FM210242 AI AI-2
EU726775 AA AA4 GQ868543 AI AI-2
FJ850074 AA AA4 GQ868620 AI AI-2
FJ850088 AA AA4 GU131886 AI AI-2
FJ850108 AA AA4 GU131896 AI AI-2
GQ868553 AA AA4 GU131932 AI AI-2
AY702037 AA AA5 AF204178 AII AII
FJ850091 AA AA5 EU854293 AII AII
FJ898451 AA AA5 FJ906959 AII AII
FJ898453 AA AA5 GQ398268 AII AII
EU482444 AA AA6 EU056811 AM AM
FJ850117 AA AA6 GQ868592 AM AM
FJ898438 AA AA6 GQ868600 AM AM
FJ898461 AA AA6 HM582111 AM AM
GQ199895 AA AA6 FJ898454 C C1
GQ199898 AA AA6 GQ398260 C C1
GQ868497 AA AA6 AB189124 C C2
GQ868515 AA AA6 DQ645542 C C2
GQ868516 AA AA6 EU482672 C C2
JX079694 AA AA6 FJ196854 C C2
EU482601 AA AA7 GQ398264 C C2
EU482620 AA AA7 HM488257 C C2
EU482757 AA AA7 KC131142 C C2
FJ744709 AA AA7 EF105381 S S1
FJ744742 AA AA7 EF105385 S S1
HM631867 AA AA7 EF105387 S S1
FJ467493 S S2
ANEXO - 163 
 
 
Anexo - Figura 5. Árbol obtenido por métodos de distancia. Las muestras 
obtenidas en este apartado se señalan con un asterisco (*). En los nodos se muestran los 
valores de bootstrap mayores a 70. Los genotipos se abrevian de la siguiente manera: 
AM: Americano, C: Cosmopolita, AA: Asiático/Americano, AI: Asiático I, AII: Asiático II, S: 
Selvático. Se señala además el linaje al cual pertenecen las secuencias obtenidas en 
nuestro laboratorio. 
ANEXO - 164 
 
Anexo - Tabla 9. Secuencias de DENV-2 obtenidas de bases de datos utilizadas para 
realizar los análisis filogeográficos. 
 
Acceso 
GenBank 
Año Localización Linaje
Acceso 
GenBank 
Año Localización Linaje
EU482568 1986 Puerto Rico AA3 EU687199 2003 Puerto Rico AA2
EU569704 1986 Puerto Rico AA3 EU687241 2003 Puerto Rico AA2
GQ868603 1987 Islas Vírgenes AA3 FJ898451 2003 República Dominicana AA5
EU482575 1987 Puerto Rico AA3 EU677146 2004 Puerto Rico AA2
JN819418 1988 Viet Nam AA3 FJ898436 2004 Nicaragua AA6
EU482746 1989 Puerto Rico AA3 FM210213 2005 Viet Nam AA1
DQ181801 1990 Tailandia AA1 EU781135 2005 Puerto Rico AA2
FJ898450 1990 Islas Vírgenes AA2 FJ850085 2005 Brasil AA4
HQ012533 1990 Brasil AA3 GQ868557 2005 Colombia AA4
EU482590 1990 Puerto Rico AA3 FJ898467 2005 Venezuela AA4
GQ868540 1990 Venezuela AA3 FJ898453 2005 Islas Vírgenes AA5
HQ012534 1991 Brasil AA3 FJ906956 2005 Nicaragua AA6
GQ868598 1991 Venezuela AA3 JX079694 2005 Nicaragua AA6
EU482739 1994 Puerto Rico AA2 EU482757 2005 Nicaragua AA7
EU529695 1994 Puerto Rico AA2 FJ478455 2005 Nicaragua AA7
GQ398273 1994 Puerto Rico AA2 EU482449 2006 Viet Nam AA1
GQ398277 1994 Puerto Rico AA2 EU482666 2006 Viet Nam AA1
EU482741 1994 Puerto Rico AA3 EU482721 2006 Puerto Rico AA2
EU569706 1995 Puerto Rico AA2 FJ850088 2006 Brasil AA4
GQ398298 1995 Puerto Rico AA3 GQ868497 2006 Mexico AA6
GQ398301 1995 Puerto Rico AA3 EU482444 2006 Nicaragua AA6
EU569703 1996 Puerto Rico AA2 EU482620 2006 Nicaragua AA7
EU677141 1996 Puerto Rico AA2 EU482634 2006 Nicaragua AA7
EU687220 1996 Venezuela AA3 FJ744742 2006 Nicaragua AA7
EU726775 1996 Venezuela AA4 HM631867 2006 Nicaragua AA7
AY702039 1997 Cuba AA5 HQ541786 2006 Nicaragua AA7
EU482732 1998 Puerto Rico AA2 JN819424 2006 Nicaragua AA7
HQ012536 1998 Brasil AA3 EU596488 2007 Puerto Rico AA2
GQ868552 1998 Colombia AA3 EU596489 2007 Puerto Rico AA2
FJ898465 1998 Venezuela AA3 EU596490 2007 Puerto Rico AA2
EU482545 1998 Puerto Rico AA4 GQ868558 2007 Colombia AA4
EU482546 1998 Puerto Rico AA4 FJ850091 2007 Brasil AA5
FM210217 1999 Viet Nam AA1 GQ199892 2007 Jamaica AA5
GQ868553 1999 Colombia AA4 EU596491 2007 Puerto Rico AA5
GQ199895 1999 Nicaragua AA6 GQ868515 2007 Mexico AA6
EU687222 2000 Puerto Rico AA2 GQ868516 2007 Mexico AA6
EU687225 2000 Puerto Rico AA2 EU482629 2007 Nicaragua AA6
FJ850072 2000 Brasil AA3 EU482601 2007 Nicaragua AA7
FJ898466 2000 Venezuela AA4 FJ373300 2007 Nicaragua AA7
FJ850117 2000 Nicaragua AA6 FJ373301 2007 Nicaragua AA7
FJ898477 2000 Nicaragua AA6 FJ390391 2007 Nicaragua AA7
FJ898478 2000 Nicaragua AA6 FJ639836 2007 Nicaragua AA7
JN819416 2000 Nicaragua AA6 FJ639837 2007 Nicaragua AA7
FJ639697 2001 Cambodia AA1 JX079690 2007 Nicaragua AA7
JF730044 2001 Cambodia AA1 FJ850108 2008 Venezuela AA4
FM210224 2001 Viet Nam AA1 GQ868550 2008 Brasil AA5
EU482593 2001 Puerto Rico AA2 FJ898439 2008 Mexico AA6
FJ850074 2001 Brasil AA4 JN819422 2008 Mexico AA6
FJ744704 2001 Nicaragua AA6 FJ205885 2008 Nicaragua AA7
GQ199898 2001 Nicaragua AA6 FJ744709 2008 Nicaragua AA7
FJ898461 2002 Belize AA6 JX079688 2008 Nicaragua AA7
FJ898438 2002 Mexico AA6 HQ705624 2009 Nicaragua AA6
FJ639702 2003 Cambodia AA1 HQ999999 2009 Guatemala AA7
FJ639703 2003 Cambodia AA1 HQ705625 2009 Nicaragua AA7
EU482788 2003 Viet Nam AA1 JF730052 2009 Nicaragua AA7
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Anexo - Tabla 10. Latitud y longitud de la localización de las secuencias utilizadas para 
los análisis filogeográficos de DENV-2. 
 
 
 
  
Localización Latitud Longitud
Argentina -34,603638 -58,381607
Belice 17,154183 -88,542550
Bolivia -16,829273 -63,970303
Brasil -12,125264 -43,343811
Cambodia 12,827120 105,224074
Colombia 6,904614 -73,411503
Cuba 21,913361 -78,616471
Guatemala 15,924439 -90,017218
Islas Vírgenes Británicas 18,433976 -64,633305
Jamaica 18,117318 -77,342123
México 20,730428 -89,094486
Nicaragua 12,136677 -86,251394
Paraguay -25,282012 -57,635075
Puerto Rico 18,250000 -66,500000
República Dominicana 18,938681 -70,322261
Tailandia 13,769732 100,535492
Venezuela 10,231816 -67,284743
Vietnam 13,943996 108,227947
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ANEXO 4. DENV-3: año 2007 
Anexo - Tabla 11. Secuencias de DENV-3 obtenidas de bases de datos incluidas en el 
alineamiento para genotipificar las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio. 
 
 
Acceso GenBank Genotipo Acceso GenBank Genotipo
AB189128 I GQ199864 III
AY858042 I GQ199888 III
AY858045 I GQ868546 III
FJ898456 I GU131858 III
JQ920487 I GU131869 III
JQ920489 I GU131871 III
EU482457 II GU131953 III
EU660409 II HM631869 III
FJ432722 II HQ235027 III
FJ547061 II HQ541785 III
FJ639712 II HQ705610 III
FJ639725 II HQ705616 III
FJ744733 II HQ891025 III
GQ868634 II JF808121 III
GU131935 II JF920393 III
GU131941 II JF937630 III
JN368477 II JN000938 III
JQ045694 II JX669503 III
KF955507 II KF954948 III
KJ622194 II KF955473 III
EF643017 III KF955486 III
EU529699 III KF973476 III
EU687239 III KF973480 III
EU726771 III KF973486 III
EU726773 III KJ189257 III
FJ182009 III KJ189261 III
FJ182041 III KJ189275 III
FJ390377 III KJ189285 III
FJ547071 III KJ189299 III
FJ547075 III AY146761 IV
FJ547083 III AY146762 IV
FJ639759 III L11433 IV
FJ639775 III AB111085 V
FJ639795 III AF317645 V
FJ639807 III EF629370 V
FJ810416 III EF629373 V
FJ882577 III JQ922554 V
FJ898442 III L11423 V
FJ898445 III M93130 V
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Anexo - Figura 6. Árbol obtenido por métodos de distancia. Las muestras 
obtenidas en este apartado se señalan con un asterisco (*). En los nodos se muestran los 
valores de bootstrap mayores a 70. 
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Anexo - Figura 7. Árbol obtenido por métodos de máxima verosimilitud. Las muestras 
obtenidas en este apartado se señalan con un asterisco (*). En los nodos se muestran los valores de 
bootstrap mayores a 70. 
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Anexo - Tabla 12. Secuencias de DENV-3 obtenidas de bases de datos utilizadas para 
realizar los análisis filogeográficos. 
 
Acceso GenBank Año Localización Acceso GenBank Año Localización
FJ882574 1985 Sri Lanka JQ922556 2005 India
FJ882575 1985 Mozambique JX669493 2005 Brasil
JQ411814 1989 Sri Lanka JX669500 2005  Brasil
KF955474 1989 Sri Lanka KJ189299 2005 Peru
FJ882576 1994 Nicaragua EU482555 2006 Puerto Rico
GQ252674 1997 Sri Lanka FJ898441 2006 Mexico
EU482559 1998 Puerto Rico GQ868547 2006 Brasil
EU529703 1998 Puerto Rico GU131846 2006 Brasil
EU687219 1999 Puerto Rico GU131849 2006 Brasil
EU529697 2000 Puerto Rico GU131857 2006 Brasil
FJ547072 2000 Puerto Rico GU131954 2006 Colombia
FJ547078 2000 Puerto Rico HQ332170 2006 Venezuela
FJ639750 2000 Venezuela JX669496 2006 Brasil
FJ898457 2000 Ecuador JX669506 2006 Brasil
FJ898468 2000 Venezuela KF041256 2006 Pakistan
KF955465 2000 Puerto Rico KJ189294 2006 Peru
KF955466 2000 Puerto Rico EU596494 2007 Puerto Rico
EU529690 2001 Venezuela FJ644564 2007 India
FJ182015 2001 Venezuela FJ850092 2007 Brasil
FJ547082 2001 Puerto Rico FJ850110 2007 Venezuela
FJ639768 2001 Venezuela GU131862 2007 Brasil
FJ639771 2001 Venezuela GU131869 2007 Brasil
FJ744700 2001 Venezuela GU131876 2007 Brasil
FJ898462 2001 Anguilla HQ235027 2007 Paraguay
FJ898463 2001 Santa Lucía KJ189274 2007 Peru
KF955479 2001 Venezuela KJ643590 2007 Peru
EU687234 2002 Puerto Rico FJ850048 2008 Nicaragua
FJ390373 2002 Puerto Rico GQ199860 2008 Nicaragua
FJ898459 2002 Trinidad y Tobago GQ199870 2008 Nicaragua
FJ898464 2002 Guyana GQ466079 2008 India
JF808123 2002 Paraguay KJ189286 2008 Peru
JF808127 2002 Brasil GU363549 2009 China
EF643017 2003 Brasil HM181974 2009 Nicaragua
EU482595 2003 Puerto Rico HM181977 2009 Nicaragua
EU687197 2003 Puerto Rico HQ166031 2009 Nicaragua
FJ639781 2003 Venezuela HQ541796 2009 Nicaragua
FJ850080 2003 Brasil HQ541797 2009 Nicaragua
FJ898440 2003 Mexico HQ705614 2009 Nicaragua
FJ898443 2003 Colombia HQ705623 2009 Nicaragua
FJ898473 2003 Venezuela JF504679 2009 China
GQ868572 2003 Colombia JF920404 2009 Nicaragua
JF808128 2003 Paraguay JF937632 2009 Nicaragua
FJ024465 2004 Puerto Rico JF937643 2009 Nicaragua
FJ373304 2004 Venezuela JF937647 2009 Nicaragua
FJ639790 2004 Venezuela KF041258 2009 Pakistan
JX669498 2004  Brasil JF920406 2010 Nicaragua
KJ189257 2004 Peru JF937629 2010 Nicaragua
KJ189266 2004 Peru JF937639 2010 Nicaragua
FJ182007 2005 Puerto Rico KF973479 2012 Nicaragua
FJ639816 2005 Venezuela
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Anexo - Tabla 13. Latitud y longitud de la localización de las secuencias utilizadas para 
los análisis filogeográficos de DENV-3. 
 
Localización Latitud Longitud
Anguilla 18,215441 -63,056823
Brasil -12,125264 -43,343811
China 39,924857 116,399478
Colombia 69,04614 -73,411503
Ecuador -0,178697 -78,473123
Guyana 6,801309 -58,145869
India 8,480000 76,980000
Mexico 20,730428 -89,094486
Mozambique -25,894769 32,609822
Nicaragua 12,136677 -86,251394
Pakistan 33,698481 73,024792
Paraguay -25,282012 -57,635075
Peru -10,487812 -75,329132
Puerto Rico 18,250000 -66,500000
Santa Lucía 14,010149 -60,988496
Sri Lanka 6,893367 79,910375
Trinidad y Tobago 10,658759 -61,511169
Venezuela 10,231816 -67,284743
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